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RESUMO 
 

 
As lesões neuronais e a desnervação periférica na Doença de Chagas estão 

relacionadas à inflamação local, embora os mecanismos patogenéticos envolvidos não estejam 
completamente esclarecidos. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do óxido nítrico 
e da citocina fator de necrose tumoral  (TNF-) derivados de macrófagos peritoneais ou de 
células da glia periféricas na lesão de neurônios simpáticos in vitro, após infecção por T.cruzi 
e ativação por interferon  (IFN-).  A redução da sobrevida neuronal e da densidade de 
neuritos em co-culturas de neurônios e macrófagos do tipo selvagem (WT) infectadas por 
T.cruzi e ativadas por interferon- se correlacionou com dosagens significativas de óxido 
nítrico nos sobrenadantes das culturas e com expressão da enzima óxido nítrico sintase 
induzida (iNOS) por imunocitoquímica. Co-culturas de neurônios e macrófagos 
geneticamente deficientes para iNOS infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- falhou em 
reproduzir a redução da sobrevida neuronal e da densidade de neuritos. Adicionalmente, o 
tratamento farmacológico com droga inibidora de iNOS aminoguanidina em co-culturas de 
neurônios e macrófagos WT infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- revertou a lesão 
neuronal observada.  Em contrapartida, a produção da citocina TNF- nas co-culturas não se 
correlacionou com redução significativa da sobrevida neuronal.  Dessa maneira, ficou 
evidente que o óxido nítrico derivado de iNOS é a molécula efetora da lesão neuronal 
observada neste modelo in vitro, o que contribui para o entendimento dos mecanismos 
envolvidos na desnervação periférica observada na Doença de Chagas. O modelo de cultura 
de células da glia do gânglio simpático cervical superior apresentou-se viável e foi eficiente 
para estudar a infecção por T.cruzi nesse tipo celular.  As células da glia infectadas por T.cruzi 
e ativadas por IFN- apresentaram-se parasitadas e produziram quantidades significativas de 
óxido nítrico, em níveis semelhantes aos observados para os macrófagos nas mesmas 
condições. Esses dados sugerem a participação das células da glia na lesão neuronal, o que 
pode ter implicação patogenética na lesão neuronal presente na Doença de Chagas, bem como 
nos instigam a estudar aspectos mal compreendidos da biologia das células da glia em face da 
sua resposta à infecção pelo T.cruzi, indicando novas abordagens investigativas dentro da 
linha de pesquisa do nosso grupo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



  

ABSTRACT 
 

 
Neuronal lesions and peripheral denervation in Chagas' disease are related to local 

inflammation; however, the pathogenic mechanisms of neuronal lesions in the heart and 
megavisceras are still unclear.  The aim of this work was to investigate the involvement of 
nitric oxide and tumor necrosis factor  (TNF-) production by T.cruzi-infected and 
interferon- (IFN-) activated macrophages and peripheral glial cells on neuronal lesion in 
vitro.  T.cruzi-infected and IFN--activated co-cultures of neurons and wild type (WT) 
macrophages showed significant reduction of both neuronal survival and neurite density, 
which was correlated with levels of NO and expression of inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) by immunocytochemistry. Neither neuronal survival nor the neurite density was 
affected in co-cultures when macrophages were harvested from iNOS-deficient mice. 
Moreover, neuronal survival rate in the co-cultures was recovered to control levels by 
treatment of the cultures with the iNOS inhibitor, aminoguanidine. There was no defined 
correlation between TNF- and neuronal survival in this model. These results demonstrate 
that iNOS-derived NO is the major molecule involved in neuronal damage mechanism in this 
in vitro model, which add to the understanding of the mechanisms involved in the peripheral 
denervation observed in Chagas’ disease.  The establishment of glial cell culture model was 
successful and efficient to study the T.cruzi infection in this cell type.  T.cruzi-infected and 
IFN- activated glial cell cultures showed parasitized cells and the NO production was similar 
to macrophage cultures NO production under the same conditions.  These data suggest a role 
for glial cells in neuronal lesion, although its defined role requires further investigation, which 
can contribute to the understanding of the pathogenesis underlying Chagas´ disease 
neuropathology.   
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

A neurobiologia tem sido alvo de inúmeros estudos ao redor do mundo nas últimas 

décadas em função das características peculiares que o sistema nervoso apresenta.  Dentre 

essas características, pode-se citar a localização privilegiada pela existência e função da 

barreira hematoencefálica, a grande extensão do território que abrange, os requisitos que 

células com geometria tão complexa como a dos neurônios necessitam para realizar suas 

funções e a transmissão de informações através do espaço extracelular (Aschner e Syversen, 

2004).  Além disso, é sabido que a população neuronal normalmente se estabelece logo após o 

nascimento e que os neurônios maduros em geral não se dividem, embora a neurogênese em 

adultos tenha sido comprovada (Mackowiak, Chocyk et al., 2004). Estudos recentes 

demonstraram a formação de novos neurônios em cérebros adultos de diversos mamíferos, 

como rato (Altman e Das, 1965; 1966; Kaplan e Hinds, 1977; Gould, Cameron et al., 1992), 

coelho (Gueneau, Privat et al., 1982), camundongo (Kempermann, Kuhn et al., 1997) e 

humanos (Eriksson, Perfilieva et al., 1998), através de células tronco que se dividem e se 

diferenciam em neurônios ou células da glia.  Esse processo de neurogênese está estabelecido 

como um mecanismo adicional de neuroplasticidade e diversos trabalhos têm sugerido as 

consequências desse modo de neuroadaptação (Schaffer e Gage, 2004).  A neurogênese tem 

chamado muita atenção da comunidade científica mundial e sua aceitação constitui parte da 

mudança de paradigma da estabilidade do cérebro adulto (Gross, 2000).   

 

1.1 Aspectos gerais sobre o Sistema Nervoso e o Gânglio Cervical Superior (GCS) 

 

Os neurônios do sistema nervoso periférico (SNP) se localizam em gânglios, 

juntamente com células da glia, enquanto seus axônios estão localizados em nervos.  O SNP é 

constituído pelo sistema nervoso periférico somático, responsável pela movimentação 

voluntária dos músculos esqueléticos e pelas sensações oriundas de estímulos internos e 

externos, e pelo sistema nervoso autônomo (SNA), responsável pela inervação das vísceras, 

glândulas salivares e lacrimais, coração, vasos sanguíneos e todos os outros músculos lisos do 

corpo.  O SNA, que se subdivide em simpático e parassimpático, possui grande autonomia em 

relação ao sistema nervoso central (SNC), enquanto o SNP somático está sob controle direto 

do SNC.   No entanto, esses dois sistemas estão em constantes interações e apresentam 

características estruturais, fisiológicas e farmacológicas semelhantes.   O sistema nervoso 

entérico (SNE) é considerado uma subdivisão do SNA em função de suas propriedades 



  

particulares, como a independência que os neurônios dos gânglios das paredes do trato 

gastrointestinal apresentam em relação ao SNA.  O SNE regula as funções de secreção, 

absorção e motilidade do trato gastrointestinal (Purves, Augustine et al., 2001).   

Os neurônios periféricos autonômicos se originam de células da crista neural que 

migram do tubo neural para as regiões onde os gânglios são formados.  Após diferenciação 

em neurônios, os axônios migram para uma variedade de alvos (Young, Anderson et al., 

2004).   

Os neurônios dos gânglios simpáticos, que serão alvo deste estudo, são multipolares, 

com grande variabilidade de aparência em seus prolongamentos. A maioria deles são 

noradrenérgicos e apresentam positividade para reação imunocitoquímica à tirosina 

hidroxilase, uma enzima essencial na síntese das catecolaminas (Masliukov e Timmermans, 

2004). Os gânglios simpáticos apresentam populações neuronais com propriedades 

neuroquímicas e funcionais distintas de acordo com sua localização na cadeia periférica 

(Lindh, Lundberg et al., 1989; Morris, Gibbins et al., 1989; Gibbins, 1992). Diversas vias de 

sinalização foram identificadas e descritas como importantes na regulação da síntese de 

neurotransmissores, expressão gênica, excitabilidade neuronal e resposta a fatores de 

crescimento nos neurônios simpáticos (Roivainen e Koistinaho, 1996).  

O GCS é considerado um bom modelo para correlações entre morfologia, função e 

metabolismo dos neurônios.  Esse gânglio tem uma organização relativamente simples 

(Roivainen e Koistinaho, 1996). As características das células da glia e dos neurônios do GCS 

foram descritas em estudos histológicos, sobretudo em ratos. O GCS apresenta arquitetura 

tecidual definida e os seus componentes incluem neurônios principais, células pequenas 

intensamente fluorescentes (SIF) e células da glia satélites que envolvem completamente os 

neurônios e suas ramificações (Chiba e Williams, 1975; Hedger e Webber, 1976; Madariaga-

Domich e Taxi, 1986). Estímulos fisiológicos, injúria e envelhecimento causam alterações 

morfológicas no GCS.  Além disso, esse gânglio mantém transmissão sináptica e alta taxa 

metabólica durante incubações in vitro (Roivainen e Koistinaho, 1996).  

 

1.2 Os modelos de cultura de neurônios simpáticos e de co-cultura de neurônios 

simpáticos e macrófagos peritoneais 

 

Os estudos in vitro apresentam-se como uma ferramenta científica complementar e 

independente para estudar aspectos específicos de problemas in vivo, que são complexos em 

função da grande quantidade de variáveis envolvidas. A primeira cultura descrita foi a cultura 



  

de células do tecido nervoso no início do século passado (Hamburger, 1993; Alberts, Johnson 

et al., 2002). Assim como outras áreas de pesquisa básica e aplicada, a neurobiologia vem, 

desde então, utilizando modelos in vitro de cultura celular e de tecidos para estudar a 

dinâmica do desenvolvimento (Laerum, Steinsvag et al., 1985), a plasticidade de 

neurotransmissores (Jonakait, 1993), a ação de agentes neurotóxicos e drogas (Aschner e 

Syversen, 2004; Lonchamp, Dupont et al., 2006) e as interações neurônio-específicas 

(Lonchamp, Dupont et al., 2006).  A abordagem in vitro da neurobiologia apresenta diversas 

vantagens em relação à abordagem in vivo devido à possível seleção de neurônios e de 

diferentes tipos de células da glia para o estabelecimento das culturas, além de permitir o 

estudo direto das interações entre células (Laerum, Steinsvag et al., 1985), a manipulação do 

ambiente extracelular e a observação direta (Tiffany-Castiglioni, 1993). Adicionalmente, é 

importante citar os desafios no delineamento experimental e na interpretação dos resultados 

que os modelos de cultura celular e tecidual oferecem (Tiffany-Castiglioni, 1993).  

Embora muitos estudos utilizem linhagens celulares geneticamente modificadas, como 

células imortalizadas e células cancerosas, as células de cultura primária, que são obtidas 

diretamente de tecidos de um organismo vivo, apresentam-se normalmente diferenciadas e 

com características morfológicas e funcionais similares às células presentes nos tecidos.  

Pode-se citar a síntese e secreção de produtos específicos, a capacidade de contração e, no 

caso de neurônios, a emissão de axônios eletricamente excitáveis e que fazem sinapse com 

outras células nervosas.  A manutenção das propriedades típicas das células originais em 

células de cultura primária permite o estudo das propriedades celulares que seriam muito 

menos acessíveis no tecido, demonstrando a sua importância como ferramenta metodológica 

(Alberts, Johnson et al., 2002).  

A cultura primária de neurônios simpáticos do GCS, que vem sendo utilizada por 

nosso grupo para estudar a lesão neuronal estrutural após ação de diversos estímulos, 

apresenta algumas particularidades metodológicas como a dependência de Matrigel e de fator 

de crescimento nervoso (NGF) para a sobrevivência e emissão de prolongamentos in vitro.  O 

Matrigel é um gel comercial que mimetiza a matriz extracelular e sua presença nos poços de 

cultura é essencial à fixação e viabilidade dos neurônios e ao crescimento de neuritos em 

cultura (Blennerhassett e Bienenstock, 1998; Arantes, Lourenssen et al., 2000).  O Matrigel 

contém componentes da matriz extracelular como laminina, colágeno IV, entactina e 

proteoglicana heparan sulfato, fatores de crescimento e metaloproteinases de matriz 

(Vukicevic, Kleinman et al., 1992; Mackay, Gomez et al., 1993) e tem sido utilizado em 

culturas de diversos tipos celulares pois forma uma reconstituição da membrana basal, com 



  

similaridades em estrutura, composição, propriedades físicas e funcionais à encontrada in vivo 

(Kleinman, Mcgarvey et al., 1982; Kleinman, Graf et al., 1987; Mcguire e Seeds, 1989; Katz, 

Barrette et al., 1992). Estudos recentes demonstraram que neurônios expressam uma enorme 

quantidade de genes em resposta aos componentes e à estrutura da matriz extracelular 

utilizada nas culturas.  As complexas interações célula-matriz envolvem a expressão de genes 

relacionados ao citoesqueleto e ao crescimento de neuritos, além de influenciar a extensão das 

células em cultura (Li, Livi et al., 2007).   

Associadamente aos componentes da matriz extracelular, o NGF também é essencial à 

sobrevivência de neurônios simpáticos em cultura e sua ausência por um período superior a 

18 horas está relacionada à ocorrência de apoptose neuronal (Martin, Schmidt et al., 1988).  

Além disso, o NGF é necessário à emissão de prolongamentos (Reynolds e Perez-Polo, 1981), 

à diferenciação (Greene e Tischler, 1976) e ao desenvolvimento de sinapses in vitro em 

células da linhagem PC12 derivadas de feocromocitoma da medula da adrenal de ratos (Zhou, 

Xu et al., 2006).  As vias de sinalização ativadas pelo NGF e envolvidas na sobrevivência 

neuronal não estão completamente esclarecidas, mas envolvem algumas enzimas como a 

fosfatidilinositol-3-quinase e a proteína quinase C (Pierchala, Ahrens et al., 2004).  

Os neurônios simpáticos do GCS in vitro, na presença de NGF, conservam suas 

principais características morfológicas, preservam sinapses funcionais e outras propriedades 

eletrofisiológicas (Ko, Burton et al., 1976; Wakshull, Johnson et al., 1979) bem como 

mostram imunorreatividade para marcadores genéricos de neurônios como o produto protéico 

do gene 9.5 (PGP9.5) (Arantes, Lourenssen et al., 2000), que permite a visualização dos 

corpos neuronais e neuritos, facilitando a interpretação de lesões e a sua quantificação.   

É possível estudar as interações entre tipos celulares diferentes in vitro a partir da 

utilização de técnicas de co-cultura.  As co-culturas que envolvem neurônios e outra células, 

como células da glia (Melcangi, Galbiati et al., 1995; Gallo, Morale et al., 2000; Turtzo, Marx 

et al., 2001), adipócitos (Turtzo, Marx et al., 2001), células musculares (Langer, Betti et al., 

1994) ou células inflamatórias (Janiszewski, Bienenstock et al., 1990; Arantes, Lourenssen et 

al., 2000) têm sido utilizadas desde o início da década passada.  As co-culturas de células 

inflamatórias e neurônios têm se mostrado eficientes para investigar aspectos específicos das 

interações entre a inflamação, seus produtos e o sistema nervoso.  As co-culturas de neurônios 

simpáticos e macrófagos peritoneais foram desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa e têm 

sido uma ferramenta muito útil para o estudo dos mecanismos celulares responsáveis pelo 

dano neuronal no contexto da inflamação.    

 



  

1.3 O processo inflamatório e a lesão neuronal  

 

De forma genérica, a inflamação é uma reação complexa caracterizada por 

extravazamento de líquido e leucócitos dos vasos sanguíneos com posterior acúmulo nos 

tecidos, que pode ser desencadeada por diversos estímulos exógenos e endógenos que causam 

lesão celular. O processo inflamatório se manifesta por fenômenos agudos e crônicos.  A fase 

aguda tem duração curta e caracteriza-se por exsudação de líquido e proteínas plasmáticas 

(edema) e emigração de leucócitos polimorfonucleares neutrófilos.  Já a fase crônica tem 

duração longa e o tecido apresenta linfócitos e macrófagos, proliferação de vasos sanguíneos 

e fibrose.  Todos os eventos da inflamação são mediados por fatores químicos oriundos das 

células e desencadeados pelo estímulo inflamatório.  Os mediadores químicos atuam 

isoladamente ou em combinações e seqüências que amplificam a resposta inflamatória e 

influenciam a sua evolução. A reação inflamatória tem como objetivos a eliminação do agente 

lesivo e a reparação do tecido lesado pela agressão.  No entanto, a inflamação e a reparação 

são potencialmente lesivas (Alberts, Johnson et al., 2002).  

Nos tecidos acometidos pela inflamação, as células inflamatórias liberam uma série de 

mediadores como citocinas pró-inflamatórias e citotóxicas, fatores de crescimento, enzimas 

hidrolíticas e óxido nítrico (NO), que têm sido implicados na patogênese de lesões teciduais 

resultantes do processo inflamatório e reparativo.  Esses produtos de células ativadas podem 

agir como mediadores primários da lesão tecidual ou participarem da resposta inflamatória, 

iniciando uma cascata de reações imunológicas adicionais que resultam em lesão tecidual 

(Laskin e Pendino, 1995).   

Com relação ao sistema nervoso, as células inflamatórias e seus produtos estão 

implicados tanto na regeneração quanto na degeneração de neurônios e células da glia (Perry 

e Brown, 1992). Embora sejam essenciais para reconstrução dos tecidos lesados, as células 

inflamatórias podem causar lesão de células nervosas através da liberação de enzimas e 

mediadores químicos envolvidos na defesa do hospedeiro (Popovich, Guan et al., 1999).  A 

resposta inflamatória celular tem sido implicada no mecanismo de degeneração secundária em 

injúrias traumáticas da medula espinhal, acentuando o dano tecidual no local do trauma. 

Macrófagos ativados induzem desmielinização significativa de fibras nervosas periféricas e a 

produção de fatores citotóxicos e pró-inflamatórios por essas células pode estar implicada na 

lesão de terminações nervosas nas áreas afetadas pela inflamação (Said e Hontebeyrie-

Joskowicz, 1992; Laskin e Pendino, 1995). A proximidade dos macrófagos com axônios e 



  

terminações nervosas sugere que eles estejam associados com a perda de processos neuronais 

no SNP (Said e Hontebeyrie-Joskowicz, 1992; Venezie, Toews et al., 1995).  

Conforme mencionado, o NO é um dos produtos das células inflamatórias que tem 

sido associado à lesão tecidual e nervosa secundária à inflamação.  No entanto, é importante 

ressaltar que essa molécula está normalmente presente no SNC e está relacionada à liberação 

e recaptação de neurotransmissores, desenvolvimento neural, plasticidade sináptica, regulação 

da expressão gênica, neuromodulação e desenvolvimento de aprendizado e memória. No 

SNA, o NO funciona como um neurotransmissor não adrenérgico e não colinérgico e 

participa do relaxamento do músculo liso de vasos do cérebro e dos tratos gastrointestinal, 

urogenital e respiratório (Bredt, 1999).  In vitro, foi demonstrado que o NO é importante na 

sobrevivência de neurônios em cultura primária após estímulos lesivos e na promoção da 

diferenciação neuronal (Contestabile e Ciani, 2004).  Seus efeitos são normalmente 

parácrinos, uma vez que o NO é um gás extremamente difusível que atinge baixas 

concentrações após pequenos intervalos de tempo (Ledo, Barbosa et al., 2005). Além disso, o 

NO parece ser um fator importante em processos de regeneração neuronal.  Animais 

geneticamente deficientes para a enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), após lesão 

nervosa periférica, apresentaram perda de neurônios motores e sensitivos nos gânglios dorsais 

e medula espinhal e um retardamento na regeneração nervosa (Keilhoff, Fansa et al., 2003).   

Adicionalmente ao seu papel fisiológico e neuroprotetor, o NO pode exercer efeitos 

lesivos quando produzido por macrófagos ativados por resposta inflamatória.  Os macrófagos 

produzem NO em resposta a algumas citocinas, como o interferon  (IFN-) (Ding, Nathan et 

al., 1988) e ao lipopolissacáride (LPS), glicolipídeo complexo que constitui o componente 

predominante de paredes celulares de bactérias gram-negativas (Stuehr e Marletta, 1985).  

Nos macrófagos, o NO é produzido pela enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) a partir 

do aminoácido L-arginina (Xie, Cho et al., 1992).  Essa síntese ocorre através da ativação de 

diversas vias de sinalização, que envolvem diversas protínas quinases, dentre elas as proteínas 

quinases A (Muroi e Suzuki, 1993) e C (Fujihara, Connolly et al., 1994) e 3 classes de 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK): quinases reguladas por sinal extracelular 

(ERK) 1 e 2 (Weinstein, Sanghera et al., 1992), a quinase ativada por estresse ou p38 (Han, 

Lee et al., 1994) e quinases do N terminal de c-Jun (JNK), componente do fator de transcrição 

proteína ativadora 1 (AP-1) (Hambleton, Weinstein et al., 1996).  Essas proteínas quinases 

vão ativar fatores de transcrição como o fator nuclear κB (NF-κB), o transdutor de sinais e 

ativador de transcrição (STAT) 1 e a AP-1 que migram para o núcleo e vão induzir a 

transcrição do gene codificador de iNOS (Blanchette, Jaramillo et al., 2003). Os receptores 



  

primários da sinalização celular envolvida na ativação de iNOS em macrófagos são os 

receptores do tipo Toll (TLR), proteínas transmembrana essenciais no reconhecimento do 

padrão molecular característico e invariável dos microorganismos chamado de padrão 

molecular associado ao patógeno (PAMP) (Hashimoto, Hudson et al., 1988; Janeway, 1989; 

Medzhitov, Preston-Hurlburt et al., 1997; Chaudhary, Ferguson et al., 1998; Rock, Hardiman 

et al., 1998). Esses receptores são expressos predominantemente em células do sistema 

imune, como macrófagos e células dendríticas (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al., 1997). 

O NO, como um radical livre, é naturalmente reativo e medeia toxicidade celular por 

lesão de enzimas metabólicas essenciais (Bredt, 1999).  O NO pode se rearranjar em nitrato 

(NO-3) que se une a um próton para formar o radical hidroxila (OH-), que é extremamente 

reativo, e o nitrito (NO-2) (Hutchins e Barger, 1998).  No entanto, a grande toxicidade do NO 

está relacionada ao peroxinitrito que é formado pela reação entre NO e outro radical livre, o 

ânion superóxido.  O peroxinitrito é tão reativo quanto o superóxido, mas é capaz de escapar 

da inativação pela superóxido-dismutase e interage com lipídeos, ácido desoxirribonucleico 

(DNA) e proteínas (sobretudo em resíduos de tirosina) por reações oxidativas diretas ou por 

mecanismos indiretos mediados por radicais.  Essas reações desencadeiam cascatas de 

sinalização celular em resposta à injúria oxidativa excessiva, levando às células à morte 

celular por apoptose ou necrose (Pacher, Beckman et al., 2007). O peroxinitrito pode também 

ativar a enzima poli-ADP-ribose polimerase, que consome rapidamente o carreador de 

elétrons nicotinamida adenina dinucleotídeos (NAD) e adenosina tri-fosfato (ATP), que são 

essenciais para a fosforilação oxidativa e produção de energia, cujo comprometimento pode 

levar as células à hipóxia e à necrose (Hutchins e Barger, 1998).  Adicionalmente à necrose, o 

NO pode induzir morte celular por apoptose através do aumento da atividade de caspase 3 e 

da fragmentação do DNA com positividade para a marcação Terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL), sendo que o bloqueio de iNOS 

demonstrou proteção à apoptose em neurônios cerebelares in vitro (Heneka, Feinstein et al., 

1999). 

Além do NO, a citocina fator de necrose tumoral  (TNF-) tem sido envolvida na 

patogênese das lesões neuronais em diversas patologias neurodegenerativas (Barone e 

Parsons, 2000; Nagatsu, Mogi et al., 2000; Perry, Collins et al., 2001; Veerhuis, Hoozemans 

et al., 2002) e  a sua presença significativa foi comprovada em tecidos nervosos lesados 

(Tyor, Glass et al., 1992; Wesselingh, Power et al., 1993; Sippy, Hofman et al., 1995). O 

mecanismo pelo qual o TNF- causa lesão neuronal envolve o aumento de cálcio intracelular, 

com perda da homeostase celular e morte celular por necrose ou apoptose (Lipton, 1998; Foos 



  

e Wu, 2002).  No entanto, assim como para o NO, o tempo e a extensão da exposição ao TNF-

 podem trazer diferentes respostas neuronais.  Foi relatado que essa citocina pode ter efeito 

neuroprotetor pela diminuição da concentração de cálcio e peróxido no citoplasma (Barger, 

Horster et al., 1995), menor expressão de receptores para citocinas (Han, Wang et al., 2001), 

abertura de canais de potássio (Barger, Horster et al., 1995) e ativação do NF-κB (Chen e 

Goeddel, 2002).  

 

1.4 As células da glia e a lesão neuronal  

 
Paralelamente ao papel dos macrófagos e seus produtos na lesão neuronal, vários 

estudos relataram o papel das células da glia na degeneração ou proteção neuronal em 

patologias neurodegenerativas de diversas naturezas. 

As células da glia compreendem os astrócitos, microgliócitos e oligodendrócitos no 

SNC e as células de Schwann, células da glia entéricas e células satélites no SNP (Purves, 

Augustine et al., 2001; Jessen, 2004).  Esses tipos celulares podem ser distinguidos pelas suas 

características morfológicas e pela expressão de marcadores de lipídeos e proteínas 

antigênicos (Dawson, Levine et al., 2000).  Os astrócitos guiam o desenvolvimento neuronal, 

regulam as concentrações extracelulares de íons, metabólitos e neurotransmissores e suportam 

as sinapses e funções neuronais.  Eles são identificados pela expressão do filamento 

intermediário proteína ácida fibrilar da glia (GFAP) (Hansson e Ronnback, 2003).  Os 

oligodendrócitos formam a mielina no SNC (Pfeiffer, Warrington et al., 1993; Miller, 2002), 

enquanto as células de Schwann realizam a mesma função no SNP (Purves, Augustine et al., 

2001; Chan, 2007).  Os microgliócitos são leucócitos residentes no SNC, que se ativam e 

realizam fagocitose em resposta a estímulos danosos (Purves, Augustine et al., 2001).  Cada 

uma dessas células da glia tem recebido crescente atenção da comunidade científica em 

função do seu estabelecido papel em doenças neurodegenerativas (Garden e Moller, 2006; 

Dewil, Van Den Bosch et al., 2007; Skaper, 2007; Von Bernhardi, 2007).  Além disso, 

mesmo doenças degenerativas que não envolvem a participação direta de células da glia 

cursam com dano às células não neuronais, como astrócitos e microgliócitos, cuja 

participação nos mecanismos de toxicidade pode ser contribuinte ou mesmo desencadeante da 

doença (Lobsiger e Cleveland, 2007). 

No SNC, a neurodegeneração mediada por inflamação envolve a ativação da micróglia 

que produz fatores pró-inflamatórios e neurotóxicos, como o NO, que lesam os neurônios 

(Chao, Hu et al., 1992; Saha e Pahan, 2006). O NO, metabólito mais tóxico produzido por 



  

micróglia ativada por IFN-, pode causar lesão neuronal durante a infecção por Toxoplasma 

gondii (Rozenfeld, Martinez et al., 2005). As citocinas e o NO estão significativamente 

implicados na lesão e morte neuronal nos pacientes com demência que apresentam corpos de 

Lewy (Katsuse, Iseki et al., 2003).  Os fatores e as drogas que tem potencial neurotóxico ou 

neuroprotetor devem essas propriedades às suas capacidades de induzir ou reduzir, 

respectivamente, a ativação da micróglia em produzir citocinas, NO e fatores com potencial 

neurotóxico que acarretam dano neuronal (Wang, Lin et al., 2002; Carreno-Muller, Herrera et 

al., 2003; Eskes, Juillerat-Jeanneret et al., 2003; Eyupoglu, Bechmann et al., 2003; Liu, Qin et 

al., 2003).  

Com relação ao SNP, há inúmeras sugestões da participação das células da glia na 

resposta ganglionar a distúrbios sistêmicos circulatórios ou envolvendo degeneração e 

regeneração de fibras nervosas simpáticas (Schreiber, Vaccariello et al., 2002; Liutkiene, 

Stropus et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que células de Schwann podem expressar 

iNOS em resposta à lesão nervosa periférica (Lee, Park et al., 2007).  Por outro lado, a 

literatura concernente à participação das células da glia do GCS em processos patológicos 

recebe pouca atenção da literatura e limita-se a apenas alguns estudos (Elfvin, Bjorklund et 

al., 1987; Roivainen e Koistinaho, 1990; Schreiber, Vaccariello et al., 2002; Liutkiene, 

Stropus et al., 2007), sendo que raros abordam a expressão de iNOS.  Células positivas para 

iNOS não foram detectadas em GCSs de ratos normais, no entanto, após lesão do nervo vago, 

muitas células apresentaram-se positivas por imunocitoquímica para iNOS nos GCSs em 

cultura por 24 e 48 horas (Magnusson, Alm et al., 1996). No entanto, a expressão de iNOS 

especificamente em células da glia do GCS só foi relatada em um único trabalho com 

abordagem in vivo, após injeções intraganglionares de colchicina (Vanhatalo, Lumme et al., 

1998).   

Em contrapartida ao papel das células da glia na lesão neuronal, é sabido que células 

da micróglia e astrócitos liberam, além de produtos neurotóxicos, substâncias neuroprotetoras 

que inibem a apoptose neuronal induzida pelo NO (Toku, Tanaka et al., 1998; Tanaka, Toku 

et al., 1999) e que são importantes nos mecanismos de reparo do tecido lesado (Hansson e 

Ronnback, 2003). Em um estudo in vitro, a glia está relacionada à estabilização de culturas de 

neurônios simpáticos por induzir o crescimento de neuritos através da produção de proteínas 

que estimulam a expansão dessa rede de prolongamentos (Lein, Beck et al., 2002). Além 

disso, as células da glia podem liberar neurotransmissores que modulam a sensibilidade 

sináptica de neurônios, participam na formação das sinapses e exercem papel importante na 

proteção do sistema nervoso (Hansson e Ronnback, 2003).  



  

 1.5 A lesão neuronal na Doença de Chagas 

 

A inflamação foi implicada no acometimento de neurônios e terminações nervosas do 

SNA e do SNE na Doença de Chagas (Koberle e De, 1960; Koberle, 1968; 1970; Machado e 

Ribeiro, 1989; Adad, Cancado et al., 2001).  

A Doença de Chagas é uma infecção parasitária, causada pelo protozoário 

hemoflagelado Trypanosoma cruzi, que pode causar no homem uma enfermidade crônica 

debilitante e incapacitante, que afeta principalmente o coração e tubo gastrointestinal.   

Dezesseis a 18 milhões de pessoas apresentam-se acometidas por essa patologia, que é 

endêmica exclusivamente em países das Américas Central e do Sul (Who, 2002).  

O T.cruzi é naturalmente transmitido ao ser humano após a picada do barbeiro, inseto 

vetor triatomíneo.  A transmissão vetorial ocorre quando o barbeiro defeca próximo ao local 

da picada após se alimentar do sangue do hospedeiro. Suas fezes contêm formas 

tripomastigotas metacíclicas infectantes que penetram o local da picada ou as mucosas. Os 

tripomastigotas infectam macrófagos ou outras células, onde se diferenciam em formas 

intracelulares amastigotas. As células parasitadas se rompem e liberam vários amastigotas e 

tripomastigotas que podem infectar outras células ou penetrar na corrente sanguínea e infectar 

tecidos distantes. Outras formas de transmissão incluem a transmissão oral, via 

transplacentária, transfusões sanguíneas, transplante de órgãos ou acidentes em laboratórios 

(Tanowitz, Kirchhoff et al., 1992; Who, 2002). 

A infecção é caracterizada por fases aguda e crônica de acordo com a parasitemia, o 

parasitismo tecidual e com o tipo de resposta imune. A fase aguda cursa com parasitemia 

detectável e com parasitismo tecidual intenso em células musculares cardíacas, esqueléticas e 

lisas, bem como em células da glia (Tanowitz, Kirchhoff et al., 1992).  Essa fase tem duração 

de aproximadamente 60 dias, sendo que há predomínio dos elementos diretamente 

relacionados ao T.cruzi. Ela pode ser sintomática, com manifestações locais de porta de 

entrada, quadro clínico toxêmico-febril transitório e processo inflamatório intenso.  A fase 

aguda, no entanto, ocorre muito mais freqüentemente de maneira assintomática, sem 

manifestações aparentes.  A fase crônica é caracterizada por parasitemia dificilmente 

detectável e parasitismo tecidual escasso, podendo ser assintomática ou sintomática. Os 

sintomas, quando presentes, aparecem muitos anos após a fase aguda e a resposta imunitária 

do paciente parece ser de alta importância na patogênese das lesões.  Dependendo da área 

geográfica, 20 % a 35 % dos indivíduos infectados desenvolvem a fase crônica sintomática, 

com lesões irreversíveis no SNA do coração e no SNE do esôfago e cólon.  No Brasil, 15 % a 



  

30 % dos indivíduos infectados desenvolvem cardiopatia chagásica e 10 % desenvolvem a 

forma digestiva, com lesões irreversíveis do SNP (Moncayo, 2003).  

Estudos anteriores relataram que o coração e o tubo gastrointestinal acometidos pela 

Doença de Chagas apresentam diminuição acentuada de células nervosas em seus gânglios, 

sendo que a morte dessas células ocorre na fase aguda da doença. As alterações funcionais 

clinicamente relevantes, como os distúrbios da motilidade do trato gastrointestinal, foram 

atribuídas à redução significativa do número de neurônios e à conseqüente desnervação dos 

órgãos acometidos (Koberle, 1968; 1970).  

A maioria dos materiais humanos é de pacientes acometidos pela Doença de Chagas 

na fase crônica, o que dificulta o estudo das lesões neuronais diretas durante os fenômenos 

iniciais da fase aguda.  Em função disso, muitos modelos experimentais da fase aguda em 

animais foram desenvolvidos com a evidência de inflamação, parasitismo tecidual intenso e 

alterações do SNP (Camargos e Machado, 1988; Machado e Ribeiro, 1989).  

A desnervação periférica foi observada em vários órgãos inervados pelo sistema 

nervoso simpático ou parassimpático em modelo experimental da Doença de Chagas em ratos 

jovens (Machado, Machado et al., 1978; Machado, Alves et al., 1984; Machado e Ribeiro, 

1989). Foi demonstrado que a desnervação no coração pode ocorrer por lesões das 

terminações nervosas simpáticas, independentemente da lesão nos corpos neuronais 

(Camargos, Haertel et al., 1996).  

Inúmeros mecanismos de destruição neuronal foram propostos desde o início dos 

estudos das lesões do tecido nervoso na Doença de Chagas.  A presença de uma neurotoxina 

liberada pelas formas amastigotas desintegradas foi postulada inicialmente (Koberle, 1968), 

no entanto, tal possibilidade não foi comprovada. O parasitismo neuronal como mecanismo de 

lesão direta foi levantado, mas posteriormente refutado, pois, embora o T.cruzi infecte 

diversos tipos celulares, os neurônios são raramente parasitados (Koberle, 1968; Tafuri, 1970; 

Tanowitz, Brosnan et al., 1982; Garcia, Paula et al., 1999; Da Mata, Camargos et al., 2000; 

Arantes, Marche et al., 2004).  Na dissertação de mestrado (Almeida-Leite, 2004), nós 

descartamos de modo definitivo o parasitismo direto como causa de morte neuronal, uma vez 

que culturas de neurônios simpáticos infectadas por T.cruzi não apresentaram neurônios 

parasitados ou diminuição da sobrevida neuronal até 48 horas pós-infecção (p.i.). Estudo 

recente demonstrou que o T.cruzi, via sua neuraminidase, liga-se ao receptor tirosina quinase 

A (TrkA) de NGF nos neurônios, inibindo a sua ativação por NGF, mas induzindo ativação do 

TrkA e consequente sobrevivência neuronal e crescimento de neuritos (Chuenkova e 

Pereiraperrin, 2004).  Além disso, foi evidenciado que o parasito tem habilidade para proteger 



  

células cardíacas in vitro da morte celular por apoptose (Petersen, Krumholz et al., 2006). 

Adicionalmente, estudo utilizando modelo canino de cardiopatica chagásica observou que a 

morte celular por apoptose ocorria em células não infectadas por T.cruzi e que era 

provavelmente desencadeada pela liberação de mediadores inflamatórios tóxicos (Zhang, 

Andrade et al., 1999). Esses estudos reforçam nossa hipótese de que o parasito não deve 

exercer dano neuronal de modo direto.  

A inflamação da cápsula dos gânglios e o parasitismo de células da glia são descritos 

como fatores relacionados com a lesão neuronal (Tafuri, 1970; Tanowitz, Brosnan et al., 

1982) ao lado da ação de células citotóxicas e de anticorpos (Khoury, Ritacco et al., 1979; 

Petry e Van Voorhis, 1991). Existem evidências da resposta imunológica cruzada dirigida 

contra antígenos do hospedeiro e antígenos do T. cruzi (Khoury, Ritacco et al., 1979; Petry e 

Van Voorhis, 1991). Alguns estudos sugeriram a existência de anticorpos que poderiam 

interagir com os receptores adrenérgicos na membrana celular neuronal e modular o seu 

funcionamento (Sterin-Borda, Pascual et al., 1989; Ferrari, Levin et al., 1995).  No entanto, as 

evidências de envolvimento da imunidade humoral como um fator patogenético irrefutável 

têm sido enfraquecidas pela falência em se demonstrar a reatividade cruzada entre antígenos 

de T. cruzi e do hospedeiro, pelo reconhecimento de que os anticorpos são heterófilos 

(Kierszenbaum, 1999) e pela observação da persistência de parasitos e de seus produtos, 

detectados por técnicas mais sensíveis tais como imunocitoquímica e reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (Vago, Macedo et al., 1996; Higuchi, Ries et al., 1997; Gomes, Macedo et 

al., 1998).  Apesar de que várias dessas hipóteses ainda necessitam ser descartadas por 

estudos in vitro, a tendência atual é considerar que um componente autoimune ocorra como 

epifenômeno da reação inflamatória desencadeada pela presença do parasito no tecido 

(Kierszenbaum, 1999).  

Foi relatada uma relação direta entre a presença do parasito, a ocorrência de 

inflamação desencadeada pelos seus antígenos, lesões subseqüentes determinadas pelo 

processo inflamatório e reparativo e a doença nos hospedeiros infectados (Tarleton e Zhang, 

1999).  No entanto, a reação inflamatória não está diretamente proporcional à quantidade de 

parasitos no tecido (Higuchi, Ries et al., 1997).  A correlação entre a persistência de parasitos, 

seus antígenos ou DNA e a ocorrência de lesões inflamatórias se apresenta como base para 

uma teoria patogenética que deve ser testada com relação ao acometimento do tecido nervoso 

na Doença de Chagas. Nesse caso a reação inflamatória seria o processo responsável pelos 

fenômenos degenerativos que atingiriam o corpo neuronal e as terminações nervosas e torna-

se importante definir os mecanismos da lesão nervosa operante.  



  

Diversos estudos em modelos animais experimentais de Doença de Chagas têm 

corroborado a hipótese de que a lesão neuronal ocorra como uma conseqüência do processo 

inflamatório envolvendo o parasito (Tafuri, 1970; Tanowitz, Brosnan et al., 1982).  A 

participação importante de células radio sensíveis como linfócitos no processo de desnervação 

noradrenérgica do coração de ratos infectados por T.cruzi foi afastada, favorecendo o papel 

dos macrófagos na lesão de terminações nervosas durante a fase aguda da doença (Melo e 

Machado, 1998). 

 O papel das células da glia na lesão neuronal observada na Doença de Chagas não foi 

esclarecido. Há evidências de que o T.cruzi é capaz de infectar astrócitos no SNC em modelo 

experimental de Doença de Chagas em ratos (Da Mata, Camargos et al., 2000).  O parasitismo 

de células da glia no SNA foi observado na fase aguda em modelos experimentais murinos 

(Tafuri, 1970; Arantes, Marche et al., 2004).  O único estudo in vitro disponível na literatura 

que relaciona células da glia e Doença de Chagas utilizou culturas organotípicas de medula 

espinhal e gânglio da raiz dorsal infectadas por T.cruzi.  Foram evidenciadas alterações 

morfológicas tais como edema e distorções dos neuritos.  O parasitismo neuronal direto não 

foi o mecanismo implicado nessas lesões e a hipótese de que as células acessórias como a glia 

ou os macrófagos infectados estariam mediando a lesão neuronal foi levantada (Tanowitz, 

Brosnan et al., 1982).   

 

1.6 O óxido nítrico e outros produtos inflamatórios na Doença de Chagas 

 

O NO, produto de macrófagos ativados, é a molécula efetora da citotoxicidade 

mediada por macrófagos dirigida a diversos microorganismos, dentre eles o T.cruzi, mas 

também tem um papel importante na lesão tecidual observada na Doença de Chagas (Vespa, 

Cunha et al., 1994; Garcia, Paula et al., 1999; Ny, Persson et al., 1999; Chandra, Tanowitz et 

al., 2002; Pinto, Torres-Hillera et al., 2002). 

Na fase aguda da infecção experimental por T.cruzi, a dosagem plasmática das 

citocinas IFN- e TNF- apresenta-se aumentada (Starobinas, Russo et al., 1991; Balligand, 

Ungureanu-Longrois et al., 1994; Silva, Vespa et al., 1995) e associa-se com o aumento da 

concentração plasmática de nitritos (Vespa, Cunha et al., 1994). As citocinas IFN- e TNF- 

são capazes de ativar sinergisticamente os macrófagos a adquirir capacidade tripanocida.  Os 

macrófagos ativados por IFN-, na presença de T.cruzi, produzem TNF-, que atua de 

maneira autócrina exacerbando a produção de NO (Silva, Vespa et al., 1995). A produção 



  

elevada de NO correlaciona-se com a atividade tripanocida dos macrófagos. Foi sugerido, 

então, que o IFN- e o TNF- estão envolvidos na ativação de macrófagos e na morte das 

formas intracelulares de T.cruzi através de um mecanismo dependente de NO (Munoz-

Fernandez, Fernandez et al., 1992).   

Conseqüentemente, a resistência à infecção pelo T.cruzi tem sido associada à 

capacidade de geração de IFN- por linfócitos, que ativa macrófagos a produzir NO, a 

principal molécula efetora no controle da multiplicação intracelular do parasito (Gazzinelli, 

Oswald et al., 1992; Vespa, Cunha et al., 1994). Animais resistentes à infecção por T.cruzi 

produzem níveis de NO altos e passíveis de detecção  no soro e no sobrenadante de cultura de 

células desses animais.  Ao tratar esses animais com inibidores de iNOS, a parasitemia e a 

mortalidade sofrem um aumento significativo.  Além disso, a presença de droga doadora de 

NO mostrou-se capaz de matar tripomastigotas in vitro.  Em conjunto, esses dados sugerem 

um mecanismo direto do NO na morte do parasita e o no controle da infecção (Vespa, Cunha 

et al., 1994), embora estudo recente tenha demonstrado que a infecção pode ser controlada 

por outros mecanismos imunológicos efetores na ausência de NO (Cummings e Tarleton, 

2004).  

Paralelamente à produção das citocinas IFN- e TNF- indutoras de iNOS, outras 

citocinas como fator de crescimento transformante  (TGF-) e interleucina 10 (IL-10) são 

secretadas durante a infecção e atuam como reguladores negativos da produção de NO (Silva, 

Machado et al., 2003). A produção persistente e simultânea das citocinas IFN-, TNF- e 

TGF-, durante o curso da doença de Chagas experimental foi confirmada, embora não se 

tenha conseguido demonstrar uma correlação entre o padrão de citocinas produzidas com a 

susceptibilidade dos animais à infecção (Zhang e Tarleton, 1996). 

Além das células inflamatórias, diversos outros tipos celulares infectados por T.cruzi 

expressam ácido ribonucleico mensageiro (RNAm) para citocinas tais como TNF-, e 

interleucina 1  (IL-1), quimiocinas e iNOS. Células do hospedeiro estimuladas por IFN-, 

IL-1 e TNF- ou por quimiocinas produzem níveis críticos de NO que controlam a 

replicação do T.cruzi. A produção de NO por miócitos em resposta a TNF- e IL-1 

(Mikami, Kawashima et al., 1996; Kinugawa, Shimizu et al., 1997) e a presença dessas 

citocinas no coração de ratos infectados por T. cruzi foram relatadas (Okura, Yamamoto et al., 

1997; Chandrasekar, Melby et al., 1998).  A liberação de citocinas e quimiocinas pelas células 

infectadas pode ser essencial não só para a produção local de NO como para a modulação do 



  

recrutamento de células inflamatórias para os tecidos infectados (Machado, Martins et al., 

2000).  

Em culturas de cardiomiócitos infectados por T.cruzi, observou-se produção de NO e 

expressão de RNAm para iNOS, TNF- e quimiocinas. A ativação de iNOS e a produção de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias por essas células estão provavelmente relacionadas 

com o controle do crescimento do parasito, a entrada dos parasitos nas células e a produção 

local de NO, o que pode contribuir para o entendimento da patogênese da cardiomiopatica 

chagásica (Machado, Martins et al., 2000). 

O NO, embora tenha papel no controle da infecção e esteja relacionado com a 

resistência à doença, parece suprimir a resposta imune ao T.cruzi por induzir apoptose em 

linfócitos T e tem sido associado à disfunção miocárdica (Silva, Machado et al., 2003) e à 

lesão tecidual (Vespa, Cunha et al., 1994; Garcia, Paula et al., 1999; Ny, Persson et al., 1999; 

Chandra, Tanowitz et al., 2002; Pinto, Torres-Hillera et al., 2002). Os seus efeitos benéficos 

ou maléficos são determinados pela magnitude e duração de sua produção (James, 1995).  

O T.cruzi potencializa a produção de NO por macrófagos ativados por IFN- através 

do aumento da síntese de RNAm para iNOS e da enzima propriamente dita. Essa 

potencialização ocorre através da ativação concomitante das MAPK ERK1/ERK2 e p38 e do 

fator de transcrição NF-κB. Além disso, a geração de NO em macrófagos infectados por 

T.cruzi é controlada no nível pós-transcricional, através de um aumento na estabilidade do 

RNAm para iNOS, que é desencadeado pelo parasito (Bergeron e Olivier, 2006). 

Adicionalmente ao papel do parasito na produção de NO, foi demonstrado que antígenos de 

sua superfície são eficientes na indução de produção de NO por macrófagos.  Proteína 

recombinante de antígeno de superfície específico de amastigotas de T.cruzi (SSP4) e 

glicoproteínas semelhantes à mucina ancoradas em glicosilfosfatidilinositol (GPI) de T.cruzi 

se mostraram capazes de estimular a produção de NO por macrófagos peritoneais ativados por 

IFN- (Camargo, Andrade et al., 1997; Ramos-Ligonio, Lopez-Monteon et al., 2004).  

 

1.7 O óxido nítrico e a lesão neuronal na Doença de Chagas 

 

Com relação à lesão neuronal secundária à inflamação e à produção de NO na Doença 

de Chagas, foi sugerida uma correlação entre a produção de NO e a perda de células 

ganglionares no trato gastrointestinal em ratos infectados pelo T.cruzi (Garcia, Paula et al., 

1999).   



  

Em estudo in vivo anterior do nosso grupo, foi relatado que a desnervação do trato 

gastrointestinal na fase aguda da infecção experimental murina por T.cruzi é dependente da 

produção de NO.  Embora camundongos geneticamente deficientes para iNOS (iNOS-/-) 

apresentassem presença mais pronunciada de ninhos de parasitos e de infiltrado inflamatório 

na parede intestinal, eles não apresentaram diminuição no número de neurônios do plexo 

mientérico após infecção aguda por T.cruzi.  Além disso, animais geneticamente deficientes 

para IFN- também não apresentaram perda neuronal ou infiltrado inflamatório na parede 

intestinal.  A partir desse trabalho, ficou demonstrado que o dano neuronal não ocorre em 

animais onde a geração de NO é ausente, independentemente da presença ou ausência de 

infiltrado inflamatório.  Assim, a desnervação mientérica que ocorre nesse modelo de fase 

aguda da Doença de Chagas é conseqüência da produção de NO decorrente da ativação de 

iNOS por IFN- no foco inflamatório (Arantes, Marche et al., 2004). No entanto, nesse estudo 

a fonte de NO não pôde ser esclarecida em função da presença de diversos tipos celulares no 

tecido in vivo, tais como macrófagos no foco inflamatório e células da glia nos gânglios 

intramurais acometidos.  Dessa forma, o papel do NO derivado de células da glia não pôde ser 

excluído, assim como o papel do NO derivado de macrófagos não pôde ser comprovado na 

gênese das lesões nervosas.   

Em estudo anterior (Almeida-Leite, 2004), descrevemos a lesão neuronal em co-

culturas de neurônios e macrófagos infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN-.  Realizamos a 

avaliação quantitativa da sobrevida neuronal e observamos que a infecção por T.cruzi e a 

concomitante ativação por IFN- dos macrófagos em co-cultura com neurônios acarretou uma 

diminuição progressiva da sobrevida neuronal para 73, 49 e 40 % em relação às culturas 

controle às 24, 48 e 72 horas pós infecção (p.i.), respectivamente (FIGURA 1A).  Muitos 

neurônios apresentaram alterações degenerativas indicativas de morte celular por necrose ou 

apoptose, sendo que esta foi confirmada pela marcação por TUNEL. Os macrófagos estavam 

freqüentemente parasitados e imunopositivos para iNOS, o que nos permitiu sugerir que a 

morte neuronal estaria sendo mediada, pelo menos parcialmente, pelo NO derivado de 

macrófagos infectados por T.cruzi e ativados por IFN-.  

Além da lesão do corpo celular, observamos uma redução de 60 % na densidade de 

neuritos nas co-culturas de neurônios e macrófagos infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN-

 às 48 horas p.i. (FIGURA 1B). A perda de neuritos observada em nosso modelo merece 

investigações mais aprofundadas com novas abordagens investigativas, como a utilização de 

modelo de cultura compartimentalizada, nos quais os corpos neuronais são mantidos em 



  

ambiente distinto de seus prolongamentos, permitindo correlacionar a relação de neurônios 

com seus neuritos individualmente e a presença de regenerações em seus prolongamentos 

(Campenot, 1982). No entanto, nossos dados do acometimento dos neuritos 

independentemente de lesões nos corpos neuronais têm importância patogenética, pois, como 

mencionado anteriormente, a desnervação na Doença de Chagas pode ocorrer por diminuição 

de terminações nervosas sem comprometimento de corpo celular (Camargos, Haertel et al., 

1996).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1 – Sobrevida neuronal e densidade de neuritos em co-culturas de neurônios e macrófagos 
infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- (NMTI). Redução significativa da sobrevida neuronal (A) 
às 24, 48 e 72 h p.i. e da densidade de neuritos (B) às 48 h p.i. nas co-culturas de neurônios e 
macrófagos infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- (NMTI) em relação ao controle (N). N = 3 
experimentos independentes em triplicatas por condição experimental, *p<0,001 em relação ao 
controle, teste t não pareado e Mann-Whitney.  
Nota: N = neurônio, NMTI = neurônio + macrófago + T.cruzi + IFN-. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

As observações já referidas anteriormente implicam o macrófago e as células da glia 

diretamente, ou através de seus produtos, na gênese das lesões de corpos celulares e fibras 

nervosas em geral, e em lesão das terminações nervosas autonômicas na Doença de Chagas. 

Dentre os produtos dessas células ativadas, o estudo do NO apresenta-se relevante dentro do 

contexto de morte neuronal na infecção por T.cruzi, devido à sua importância na patogenia da 

Doença de Chagas e nas lesões neuronais em geral.   

A partir das evidências de lesão neuronal mediada por NO no modelo in vivo 

anteriormente realizado pelo grupo, a utilização de co-cultura de neurônios simpáticos e 

macrófagos peritoneias apresentou-se interessante para esclarecer o papel isolado e específico 

do parasito, dos macrófagos, das células da glia e dos seus produtos, dentre eles o NO, no 

mecanismo de injúria neuronal.     

A partir dos dados descritos na dissertação de mestrado, o mecanismo de lesão 

neuronal mediado pelo NO sugerido só poderia ser confirmado através da dosagem de NO 

nos sobrenadantes das co-culturas e de experimentos com ausência ou bloqueio farmacológico 

da produção de NO.  

No presente trabalho, abordamos a lesão de neurônios simpáticos na infecção por 

T.cruzi in vitro, visando definir a participação do NO no mecanismo de lesão neuronal através 

da dosagem de nitrito nos sobrenadantes das co-culturas infectadas e ativadas, da utilização de 

macrófagos de animais iNOS-/- e do uso de droga inibidora de iNOS.   

Além disso, pretendemos esclarecer, através de culturas de células da glia infectadas 

por T.cruzi e ativadas por IFN-, o comportamento dessas células quanto à produção de NO e 

seu provável papel na gênese das lesões ou na proteção dos elementos do sistema nervoso na 

Doença de Chagas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

3 OBJETIVOS 
 

3.1 - Objetivo Geral 
 

Investigar o efeito do óxido nítrico (NO) derivado de macrófagos peritoneais ou de 

células da glia periféricas, na lesão de neurônios simpáticos in vitro, após infecção por T.cruzi 

e ativação por IFN-.   

 

3.2 – Objetivos Específicos  
 

Utilizamos co-culturas de neurônios simpáticos e macrófagos peritoneais infectadas 

por T.cruzi e ativadas por IFN- com o intuito de: 

•  Avaliar a produção de NO e correlacioná-la à sobrevida neuronal e à densidade de 

neuritos;  

•  Relacionar a ausência de NO através de macrófagos iNOS-/- e de bloqueio 

farmacológico de iNOS à sobrevida neuronal e à densidade de neuritos; 

•  Avaliar a produção de TNF- e correlacioná-la à sobrevida neuronal;  

 

Após padronização de modelo de cultura de células da glia do GCS e caracterização 

fenotípica das células, utilizamos as culturas de células da glia do GCS e culturas de 

macrófagos peritoneais com o intuito de:  

•  Realizar a infecção por T.cruzi e a ativação por IFN-; 

•  Estudar a resposta celular à infecção por T.cruzi quanto ao parasitismo celular e à 

produção de NO comparativamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

6 DISCUSSÃO 
 
 

Em continuação aos resultados obtidos anteriormente, nós utilizamos o modelo de co-

cultura primária de neurônios e macrófagos para estudar a lesão neuronal estrutural do corpo 

celular e dos neuritos, bem como a sua quantificação, após infecção por T.cruzi in vitro, 

visando atribuir um papel específico para o NO no mecanismo da lesão neuronal observada. 

Adicionalmente, padronizamos um modelo de cultura primária de células da glia do GCS para 

estudar o comportamento dessas células frente à infecção por T.cruzi in vitro, com o objetivo 

de contribuir para o esclarecimento do papel dessas células nas lesões neuronais observadas 

na Doença de Chagas.  Conforme mencionado anteriormente, o modelo de co-cultura primária 

de neurônios simpáticos e macrófagos peritoneais vem sendo utilizado pelo nosso grupo e 

permite a caracterização e quantificação da lesão neuronal in vitro.     

É importante ressaltar que as culturas primárias demandam uma metodologia que 

requer treinamento mais complexo, mas que é recompensador em vista das vantagens já 

citadas, como a manutenção das propriedades típicas das células originais.  O número de 

células ganglionares para plaqueamento é uma limitação do nosso modelo, em função de 

diversos fatores, tais como a ausência de multiplicação neuronal in vitro, o tamanho reduzido 

dos gânglios e a existência de apenas um par de gânglios por animal.  Conseqüentemente, essa 

técnica torna-se mais trabalhosa em função da necessidade de desenvolvimento e treinamento 

de habilidades manuais para otimizar o número de gânglios e de células obtidos por 

experimento, além de exigir repetição de grande número de experimentos.  Nas culturas de 

células da glia utilizamos, inicialmente, a densidade celular de 104 células/ poço, como 

utilizado para os neurônios, no entanto, adaptações metodológicas foram feitas para se 

conseguir plaquear 105 células/poço e otimizar a detecção de nitritos no sobrenadante.  A 

quantidade limitada de células, no entanto, não compromete a utilização desse modelo, a 

interpretação das lesões e suas quantificações.   

Nos nossos experimentos, observamos que a utilização de Matrigel e de NGF 

seleciona os neurônios simpáticos, enquanto a utilização de Matrigel em concentrações mais 

diluídas, conforme descrito para tipos celulares não neuronais (Li, Aggeler et al., 1987; 

Kubota, Kleinman et al., 1988), e o não fornecimento de NGF e Ara-C favorecem o 

crescimento das células da glia do GCS em detrimento dos neurônios.   

Nossas culturas primárias de neurônios apresentaram aspectos semelhantes aos 

descritos em trabalhos que utilizam neurônios do GCS in vitro (Blennerhassett e Bienenstock, 

1998; Arantes, Lourenssen et al., 2000), com um padrão homogêneo de distribuição, presença 



  

de neurônios típicos preservados e de inúmeros prolongamentos entrelaçados e 

imunopositividade para PGP9.5.   

As co-culturas de neurônios e macrófagos obtidas por nós apresentaram, conforme 

descrito anteriormente, macrófagos em contato com corpos neuronais e neuritos.  A 

imunomarcação para CD68 e F4/80 confirmou que a maioria das células presentes em co-

cultura com neurônios era macrófagos. O plaqueamento de 10 macrófagos por neurônio, 

conforme realizado por nós, garante uma proporção média de 7 macrófagos por neurônio, 

como anteriormente descrito (Arantes, Lourenssen et al., 2000), e reproduz a proximidade e 

as interações entre esses tipos celulares que ocorrem in vivo. 

Dentre as várias estratégias metodológicas possíveis, optamos por utilizar os modelos 

já referidos de cultura primária de neurônios e de células da glia do GCS e de co-cultura 

primária de neurônios simpáticos e macrófagos peritoneais para estudar as interações entre 

esses tipos celulares e a lesão neuronal no contexto da Doença de Chagas.  Embora a 

significância biológica do acometimento dos neurônios do GCS não seja clara em modelo 

experimental dessa doença (Camargos e Machado, 1988), nosso interesse foi abordar a lesão 

de neurônios simpáticos em modelos de cultura já estabelecidos por nosso grupo. 

Objetivamos, assim, estudar o efeito de produtos inflamatórios derivados de macrófagos e 

células da glia infectados por T.cruzi e ativados por IFN- na sobrevida e estrutura neuronal in 

vitro. Esta estratégia visa contribuir para o esclarecimento do mecanismo da lesão neuronal 

que acontece na Doença de Chagas e que já foi exaustivamente descrita em material humano 

(Koberle, 1970) e em estudos experimentais em ratos e camundongos (Machado, Machado et 

al., 1978; Machado, Alves et al., 1984; Machado e Ribeiro, 1989; Arantes, Marche et al., 

2004).  

Assim como anteriormente levantado e demonstrado em outros trabalhos (Tafuri, 

1970; Khoury, Ritacco et al., 1979; Garcia, Paula et al., 1999), acreditamos que as 

degenerações e lesões neuronais que acontecem na Doença de Chagas estejam principalmente 

relacionadas às reações imunoinflamatórias e seus produtos, que são desencadeadas pelos 

parasitos e/ou seus antígenos nos tecidos onde os corpos neuronais e as terminações nervosas 

estão inseridos (Tafuri, 1970; Khoury, Ritacco et al., 1979).     

Considerando que a fonte de NO responsável pela lesão neuronal não pôde ser 

definida no modelo experimental in vivo de infecção por T.cruzi utilizado pelo nosso grupo, a 

utilização de co-culturas de neurônios e macrófagos apresentou-se como uma ferramenta 

importante para esclarecer o papel específico dos macrófagos e do NO no mecanismo da 

injúria neuronal.  



  

Em seqüência aos dados descritivos obtidos na dissertação de mestrado, confirmamos 

o mecanismo de lesão neuronal provocada pelo NO através da dosagem de NO nos 

sobrenadantes das co-culturas e da manutenção da sobrevida neuronal na ausência de 

produção de NO por macrófagos de camundongos iNOS-/-, ou após o bloqueio farmacológico 

da produção de NO, que foram realizados durante o doutorado e que serão discutidos a seguir.   

Apesar da existência de técnicas capazes de detectar concentrações mais baixas de 

NO, como métodos fluorimétricos que medem a formação de agentes nitrosantes, utilizamos a 

reação de Griess para a dosagem de nitrito no sobrenadante como uma determinação indireta 

da produção de NO.  O método de Griess é amplamente utilizado na literatura, constitui um 

ensaio prático e econômico e envolve a medida espectrofotométrica do nitrito obtida pela 

redução do nitrato presente em fluidos (Tarpey, Wink et al., 2004).   

As co-culturas de neurônios e macrófagos WT infectadas por T.cruzi e ativadas por 

IFN- apresentaram dosagens de nitrito significativamente superiores aos controles nos 3 

tempos estudados, confirmando a produção de NO no nosso modelo, em conjunto com a 

expressão de iNOS em macrófagos parasitados e imunopositivos para F4/80.  É importante 

ressaltar que os níveis de NO aumentaram ao longo do tempo, o que demonstra que os 

macrófagos infectados por T.cruzi e ativados por IFN- produzem NO de maneira contínua 

durante todo o período experimental em estudo.  No tempo de 72 horas p.i., a quantidade de 

nitrito dosada se refere a um período de 48 horas, uma vez que os meios dessas co-culturas 

foram trocados às 24 horas p.i. para garantir o fornecimento de NGF aos neurônios a cada 48 

horas.    

Os níveis de nitritos dosados nos nossos experimentos variaram de 5 a 9 M. Em 

estudos in vitro utilizando macrófagos ou células do baço com infecção por T.cruzi e ativação 

por IFN-, as dosagens de nitrito apresentaram-se entre 30 e 50 M às 48 ou 72 horas p.i., no 

entanto, a quantidade de células por poço de cultura foi 10 vezes superior (106) à utilizada em 

nosso modelo (105) (Munoz-Fernandez, Fernandez et al., 1992; Vespa, Cunha et al., 1994; 

Silva, Vespa et al., 1995).  Em contrapartida, estudo utilizando cardiomiócitos com infecção 

por T.cruzi e ativação por IFN- apresentou níveis de nitrito em torno de 10 M, sendo a 

quantidade de células também em torno de 106 (Machado, Martins et al., 2000). A quantidade 

de macrófagos por poço de cultura (105) utilizada por nós é justificada pelo fato de que não 

desejamos o obscurecimento dos neurônios co-cultivados com os macrófagos, o que 

dificultaria a detecção das alterações morfológicas e a quantificação das lesões.  Além disso, 



  

nosso modelo de co-cultura que utiliza 10 macrófagos por neurônio tende a reproduzir a 

proximidade e a interação entre essas células que ocorreria in vivo.   

O IFN-γ na infecção natural por T.cruzi é produzido sobretudo por linfócitos 

(Gazzinelli, Oswald et al., 1992; Vespa, Cunha et al., 1994). No nosso modelo, nós 

adicionamos essa citocina diretamente aos macrófagos infectados por T.cruzi para reproduzir 

o mecanismo de ativação de macrófagos anteriormente descrito (Drapier, Wietzerbin et al., 

1988). Nós utilizamos concentração de IFN- (200 UI/ml) e quantidade de tripomastigotas por 

célula (10) superiores às utilizadas em outros estudos (100 UI/ml e 5 parasitos/célula) (Silva, 

Vespa et al., 1995; Machado, Martins et al., 2000) com o intuito de conseguir 

inequivocamente detectar níveis de nitrito, apesar da quantidade reduzida de células.  

Portanto, nossas dosagens de nitrito inferiores às obtidas em outros estudos estão 

proporcionais à quantidade de células utilizada nos nossos experimentos.   

 A produção de NO nas co-culturas de neurônios e macrófagos WT infectadas por 

T.cruzi e ativadas por IFN- nos permite afirmar que o NO presente em nosso sistema é 

derivado da atividade da enzima iNOS e que sua produção aumentada nas co-culturas 

infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN-γ se correlaciona com a morte neuronal de 27, 51 e 

60% em relação aos controles nos tempos de 24, 48 e 72 horas p.i., respectivamente, e com a 

redução de 60 % da densidade de neuritos às 48 horas p.i.   Esses dados identificam 

claramente a interação entre macrófagos infectados por T.cruzi e ativados por IFN- como a 

causa primária de lesão neuronal e que pode ser fortemente responsável pela perda neuronal 

progressiva e pelas conseqüentes alterações na síndrome estrutural e funcional que caracteriza 

as megavísceras observadas na Doença de Chagas.  Nós acreditamos que os níveis de NO e a 

conseqüente morte neuronal observada no nosso modelo mimetizam as condições da infecção 

por T.cruzi in vivo.  A perda neuronal de 60% observada por nós às 72 horas p.i. está de 

acordo com a perda de neurônios no plexo mientérico descrita em modelos experimentais 

(Arantes, Marche et al., 2004) e em estudos humanos (Koberle, 1970; Adad, Cancado et al., 

2001).  

Nosso foco neste trabalho foi implicar o NO derivado de iNOS como um mediador 

importante nas lesões neuronais observadas no nosso modelo.  Com o intuito de demonstrar 

inequivocamente a participação do NO derivado de iNOS, utilizamos macrófagos iNOS-/- e 

observamos que as co-culturas de neurônios e macrófagos iNOS-/- infectadas por T.cruzi e 

ativadas por IFN- não apresentaram uma diminuição no número de neurônios em nenhum 

dos 3 tempos estudados ou na densidade de neuritos às 48 horas p.i. em relação às cultura 



  

controle, apesar da presença de macrófagos infectados e de debris celulares nos poços de 

cultura.  A presença de debris celulares nas co-culturas de neurônios e macrófagos iNOS-/- 

infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- pode ser justificada pela ineficiência do controle 

da multiplicação intracelular do parasito pelos macrófagos na ausência de NO, conforme já 

demonstrado em diversos estudos anteriores (Gazzinelli, Oswald et al., 1992; Vespa, Cunha et 

al., 1994), o que pode levar a um maior comprometimento da viabilidade dos macrófagos 

infectados.  A inabilidade de produção de NO por macrófagos iNOS-/- infectados por T.cruzi 

e ativados por IFN-γ, conforme comprovado pelas dosagens não significativas de NO nos 

nossos experimentos, além da ausência de redução da sobrevida neuronal evidenciam que as 

lesões neuronais observadas no nosso modelo de co-cultura são certamente dependentes de 

NO derivado de iNOS.   

Adicionalmente à utilização de macrófagos iNOS-/-, utilizamos o bloqueio 

farmacológico específico de iNOS em macrófagos WT como uma ferramenta adicional para 

confirmar a participação do NO derivado de iNOS na lesão neuronal observada. A droga 

inibidora de iNOS AG, independentemente da concentração utilizada, bloqueou a perda 

neuronal observada nas co-culturas de neurônios e macrófagos WT infectadas por T.cruzi e 

ativadas por IFN-γ não tratadas em relação ao controle às 48 horas p.i.  Além disso, não 

observamos comprometimento qualitativo da rede neurítica (dado não quantificado).   

Com relação à produção de NO, evidenciamos que o bloqueio farmacológico de iNOS 

foi eficiente, uma vez que a dosagem de NO foi reduzida de modo dose-dependente, já que 

em todas as 3 concentrações utilizadas (30, 100 e 300 M) foi possível observar redução 

significativa na dosagem de nitrito em relação às co-culturas de neurônios e macrófagos WT 

infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- que não receberam a droga.  A dose de 100 M 

demonstrou ser a dose mais eficiente para recuperar a sobrevida neuronal em valores 

absolutos e em análises qualitativas, sem significância estatística em relação às outras 

concentrações, apesar da redução da dosagem de nitrito ter sido mais eficiente na dose de 300 

M. Isso está de acordo com outros trabalhos que utilizam a dose mínima de 200 M para 

efetivamente bloquear a produção de NO (Machado, Martins et al., 2000). Na concentração 

de 30 M, a produção de NO foi reduzida em relação às co-culturas sem tratamento, no 

entanto, ainda apresentou valores estatisticamente superiores aos valores dos controles, que, 

no entanto, não se correlacionaram com diminuição significativa da sobrevida neuronal.   

Esses dados demonstram que a concentração de NO está diretamente relacionada ao 

grau de lesão neuronal e que doses baixas não causam dano quantitativo relevante.  



  

Acreditamos que há um limite de concentração de NO que é suportável pelos neurônios, sem 

alterações evidentes e comprometimento de sua viabilidade, uma vez que níveis de NO 

inferiores a 3 M não comprometeram a sobrevida neuronal de modo significativo no nosso 

modelo. Os neurônios necessitam suportar concentrações fisiológicas de NO, já que essa 

molécula exerce papel importante em diversos processos fisiológicos, como a 

neurotransmissão nos SNC e SNP (Dawson, Dawson et al., 1992; Yun, Dawson et al., 1997; 

Dawson e Dawson, 1998). Baixas concentrações de NO parecem exercer papéis fisiológicos, 

enquanto altas concentrações podem ser neurotóxicas pelo aumento do estresse oxidativo 

(Dawson, Dawson et al., 1992; Yun, Dawson et al., 1997; Dawson e Dawson, 1998; Liaudet, 

Soriano et al., 2000; Keilhoff, Fansa et al., 2003; Moncada e Bolanos, 2006; Conti, Miscusi et 

al., 2007), corroborando nossas evidências de que comprometimento significativo da 

sobrevida neuronal in vitro depende das concentrações de NO. Dessa forma o papel do NO 

como lesivo ou não aos neurônios em nosso modelo, mostrou-se dependente da sua 

concentração.  

Independentemente da concentração de AG utilizada, assim como nas co-culturas com 

macrófagos iNOS-/- onde a produção de NO também foi ausente, foi possível observar 

células da glia residuais e macrófagos freqüentemente parasitados, amastigotas de T.cruzi e 

debris celulares nos poços de cultura. Assim como anteriormente referido, a baixa produção 

de NO deve acarretar, no nosso modelo, um comprometimento dos macrófagos em controlar a 

infecção, o que justifica a presença de macrófagos degenerados e em processos de morte 

celular, levando à presença de debris celulares nas co-culturas.  A ausência de morte neuronal 

na provável presença de quantidades superiores de parasitos nas co-culturas em que a 

produção de NO foi ausente confirma nossa hipótese, levantada a partir dos dados da 

dissertação de mestrado, de que o mecanismo de lesão neuronal não é diretamente relacionado 

ao parasito, mas sim a efeitos indiretos da sua presença, como a ativação de macrófagos e 

produção de NO.   

Os mecanismos neuroprotetores que foram evidenciados por outros como 

conseqüência da ação direta do T.cruzi sobre neurônios (Chuenkova e Pereiraperrin, 2004) 

são uma evidência adicional de que o mecanismo de lesão neuronal na infecção por T.cruzi é 

indireto e dependente de ativação de outros tipos celulares em resposta ao parasito.  Os 

mecanismos de interação direta do T.cruzi com os neurônios e suas conseqüências na 

sinalização neuronal estão sendo investigados atualmente em nosso laboratório.  

É importante ressaltar que a ativação de iNOS na infecção por T.cruzi pode ocorrer de 

maneira independente de IFN-, que, no entanto, não parece ser eficiente no controle 



  

intracelular do parasito (Rottenberg, Castanos-Velez et al., 1996).  A participação do NO 

produzido independentemente de IFN- não parece ser relevante na lesão neuronal, uma vez 

que o estudo in vivo realizado anteriormente por nosso grupo não evidenciou diminuição do 

número de neurônios mientéricos em animais deficientes para IFN- (Arantes, Marche et al., 

2004). Além disso, na ausência de ativação por IFN-γ, não documentamos lesão neuronal no 

nosso modelo atual.  

É interessante ressaltar que, uma vez demonstrado o papel de antígenos de superfície 

do T.cruzi na indução de produção de NO por macrófagos (Camargo, Almeida et al., 1997; 

Ramos-Ligonio, Lopez-Monteon et al., 2004), a utilização alternativa dessas moléculas para 

ativar macrófagos no nosso modelo poderia resultar em dano neuronal semelhante ao 

observado na presença do parasito. No entanto, essas inferências merecem investigação 

futura.   

Conforme mencionado anteriormente, é sabido que o NO pode ter efeitos lesivos 

relevantes em diversas patologias neurodegenerativas (Chao, Hu et al., 1992; Heneka, 

Feinstein et al., 1999; Wang, Lin et al., 2002; Liu, Qin et al., 2003; Rozenfeld, Martinez et 

al., 2005), conforme demonstrado por nós na infecção por T.cruzi in vitro, onde estão 

envolvidos mecanismos de morte celular por necrose e apoptose.  Além do NO, a formação de 

outros radicais livres como os intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio derivados da 

atividade de iNOS, que pode ser detectados por quimiluminescência (Trush, Van Dyke et al., 

1977), não foi abordada neste estudo.  

Paralelamente à produção de NO, observamos que a infecção por T.cruzi e a ativação 

por IFN- de co-culturas de neurônios e macrófagos WT levaram a dosagens de TNF- mais 

altas em relação às culturas controle às 48 horas p.i. Isso está de acordo com estudos 

anteriores que demonstraram alta produção de TNF- e sinergismo entre produção de NO e 

de TNF- em infecção por T.cruzi (Starobinas, Russo et al., 1991; Silva, Vespa et al., 1995; 

Zhang e Tarleton, 1996).  Nesse tipo de infecção, as citocinas IFN- e TNF- ativam 

sinergisticamente a iNOS, acarretando em produção elevada de NO que está diretamente 

relacionada à capacidade dos macrófagos em eliminar formas intracelulares de T.cruzi através 

de um mecanismo dependente de NO (Munoz-Fernandez, Fernandez et al., 1992). A detecção 

de NO e de TNF- nas nossas co-culturas demonstra a capacidade do modelo em reproduzir 

as condições anteriormente descritas para culturas de macrófagos e de células do baço frente à 

infecção por T.cruzi e ativação por IFN-, validando a utilização do nosso modelo como 

ferramenta de estudo apropriada.   



  

No nosso modelo, não podemos atribuir um papel definido para o TNF- no 

mecanismo da lesão neuronal observada por nós. Embora dosagens de TNF- se apresentem 

mais altas em co-culturas com diminuição da sobrevida neuronal em comparação às 

condições controle, as dosagens de TNF- também se apresentaram aumentadas em 

condições experimentais que não evoluíram com morte neuronal como co-culturas de 

neurônios e macrófagos iNOS-/- infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- às 24 horas p.i. e 

co-culturas de neurônios e macrófagos WT infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- com 

bloqueio farmacológico às 48 horas p.i..  

A experiência de cultivar células da glia do GCS de camundongos não parece ter 

precedentes na literatura, embora existam alguns relatos de culturas de glia desses gânglios de 

ratos (Ludlam, Chandross et al., 1995; Lein, Beck et al., 2002). Uma grande contribuição do 

nosso trabalho foi o desenvolvimento de um protocolo de cultura de células da glia baseado na 

experiência anterior de nosso grupo com a cultura de neurônios, através da diluição do 

Matrigel e da modificação do protocolo de dissociação enzimática e mecânica, que foi mais 

vigoroso e utilizou tripsina e EDTA.  Além disso, não foi adicionado NGF ou Ara-C, para 

evitar a seleção de neurônios, favorecendo o crescimento das células da glia. Conforme 

demonstrado, após o plaqueamento, evidenciamos divisão celular, de modo qualitativo e 

quantitativo, por um período de tempo.  Isso está de acordo com trabalhos que demonstram a 

capacidade de proliferação de astrócitos de camundongos neonatos in vitro (Korr, Siewert et 

al., 1992) e de células da glia no GCS in vivo (Hall e Landis, 1992).  Cerca de 10 dias pós 

plaqueamento, as células estavam bem distribuídas e viáveis, apresentaram-se com aspecto 

homogêneo, como células planas e com características morfológicas semelhantes aos descritos 

para células satélites do GCS in vivo (Hall e Landis, 1992). 

A utilização de marcadores antigênicos célula-específicos permite a identificação de 

tipos celulares neuronais e não neuronais em culturas dissociadas do SNC e do SNP 

(Kennedy, 1982). Devido ao caráter original de nossos dados e à ausência de um parâmetro 

definido por estudos prévios, estudamos paralelamente a expressão imunocitoquímica dos 

potenciais marcadores de antígenos de células da glia em culturas e em GCSs de 

camundongos neonatos e adultos processados para histologia (dados não mostrados).  Nos 

nossos tecidos, a arquitetura tecidual e o aspecto morfológico do GCS foram semelhantes aos 

anteriormente descritos, com neurônios e células da glia satélites (Chiba e Williams, 1975; 

Madariaga-Domich e Taxi, 1986), o que nos permitiu correlacionar a expressão dos 

marcadores com os tipos celulares.   



  

O anticorpo anti-GFAP, um marcador genérico de células acessórias da glia, foi 

utilizado para caracterizar as células da glia nas nossas culturas.  Vários trabalhos anteriores 

apresentaram o marcador GFAP como característico de astrócitos do SNC (Eng, 1985), de 

glia do SNE (Jessen e Mirsky, 1980), de células de Schwann (Jessen, Thorpe et al., 1984) e de 

células satélites ganglionares (Jessen e Mirsky, 1985) do SNP. Com relação aos gânglios 

simpáticos, alguns estudos revelaram células da glia positivas em humanos (Koistinaho, 1990) 

e gatos (Alvarez, Solas et al., 1989).  No entanto, com relação ao GCS, apenas um estudo 

relata a positividade para GFAP em células da glia de ratos (Elfvin, Bjorklund et al., 1987).  

No nosso modelo, observamos e documentamos positividade por imunofluorescência para 

GFAP em culturas de células da glia.  Acreditamos que nossa descrição seja pioneira em GCS 

de camundongos, o que foi confirmado cuidadosamente, através de concomitante marcação 

por peroxidase (imunocitoquímica) em culturas e em cortes histológicos de GCS (dados não 

mostrados).  

Paralelamente à imunomarcação por GFAP, realizamos imunofluorescência e 

imunocitoquímica para S100, outro marcador de células da glia, em culturas e em gânglios 

(dados não mostrados).  Não observamos imunopositividade nas culturas, no entanto, foram 

observadas células positivas para S100 nos gânglios, conforme descrito para células satélites 

de gânglios simpáticos de humanos (Gonzalez-Martinez, Perez-Pinera et al., 2003) e de GCSs 

de ratos (Cocchia e Michetti, 1981).  De modo interessante, evidências recentes demonstram a 

expressão da proteoglicana sulfato de condroitina NG2 em células satélites fusiformes e 

imunonegativas para S100 de gânglios e nervos periféricos (Rezajooi, Pavlides et al., 2004). 

Embora não tenhamos testado a expressão de NG2 nas células da glia do GCS, pretendemos 

utilizar esse marcador para complementar a caracterização imunocitoquímica dessas células.     

Considerando o comportamento das células da glia, suas conseqüências benéficas e/ou 

deletérias aos neurônios em culturas ou em patologias e a escassez de estudos abordando a 

proteção ou lesão neuronal após ativação da glia periférica, torna-se relevante estudar a 

resposta glial em situações de lesão neuronal, tal como a observada na Doença de Chagas.    

Assim como observado para os macrófagos (Macmicking, Xie et al., 1997), diferentes 

estímulos pró-inflamatórios e degenerativos podem induzir a expressão de iNOS e a produção 

de NO em células da glia  (Saha e Pahan, 2006).  Além disso, é importante ressaltar que a 

liberação de produtos por células da glia nos gânglios, onde estão em íntimo contato com 

corpos neuronais (Chiba e Williams, 1975), pode determinar grave comprometimento das 

funções e das estruturas nervosas.  Principalmente nas lesões da fase aguda da infecção por 



  

T.cruzi, descritas na parede intestinal (Arantes, Marche et al., 2004), é importante esclarecer a 

participação da glia na gênese das lesões do plexo mientérico.  

Uma vez que demonstramos o papel do NO derivado de macrófagos nas lesões de 

neurônios simpáticos na infecção por T.cruzi in vitro, passamos a estudar a produção de NO 

por células da glia infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN- para tentar atribuir à glia dos 

gânglios simpáticos papel potencialmente lesivo ou protetor aos neurônios. O comportamento 

da glia foi comparado ao dos macrófagos em experimentos pareados, tendo em vista que a 

resposta da glia periférica não está bem estabelecida, contrariamente à dos macrófagos em 

resposta a diversos estímulos, inclusive à infecção por T.cruzi in vitro.  Nossas culturas de 

macrófagos apresentaram-se com aspecto morfológico característico e apresentaram 

positividade para o marcador de macrófago F4/80, o que está de acordo com a literatura 

(Hoefsmit, Schadee-Eestermans et al., 1986).  

Os experimentos de infecção das culturas de células da glia foram bem sucedidos em 

mostrar que a glia é susceptível à infecção pelo T.cruzi e torna-se intensamente parasitada, 

conforme evidenciado anteriormente (Tafuri, 1970; Tanowitz, Brosnan et al., 1982; Da Mata, 

Camargos et al., 2000; Arantes, Marche et al., 2004).  O grande número de amastigotas 

presentes nas células da glia às 48 horas p.i, cujo citoplasma apresentou-se com aspecto 

vacuolizado, e o aspecto íntegro da glia indica que essas células merecem ser estudadas 

quanto aos mecanismos de entrada do T.cruzi já descritos para células não fagocíticas de 

mamíferos (Burleigh e Andrews, 1998; Andrade e Andrews, 2004; 2005) e para macrófagos 

(Milder e Kloetzel, 1980). A capacidade fagocítica dessas células de citoplasma muito amplo, 

bem como os aspectos da organização de seu citoesqueleto precisam ser melhor 

compreendidos e podem oferecer evidências adicionais do mecanismo utilizado pelo parasita 

para a invasão ou de seus mecanismos de escape. Além da efetiva infecção nas culturas de 

células da glia, observamos que muitas células infectadas apresentaram-se imunopositivas 

para iNOS, indicando por abordagem microscópica que essas células estariam produzindo NO 

em resposta à infecção por T.cruzi e ativação por IFN-.  

Ao analisar comparativamente a infecção por T.cruzi nas culturas de células da glia e 

nas culturas de macrófagos, observamos que maior quantidade de células da glia apresentou-

se parasitada em relação aos macrófagos, o que foi confirmado pela análise quantitativa.  

Além disso, observamos maior quantidade de amastigotas nos citoplasmas das células glia, 

embora a análise quantitativa não tenha evidenciado diferença estatística.  Estudo utilizando 

macrófagos murinos in vitro observou que essas células podem suportar, sem morte celular, 1 

a 10 parasitos em seus citoplasmas, e que são menos parasitadas do que outros tipos celulares 



  

(Tanowitz, Wittner et al., 1975), o que nós também observamos ao comparar macrófagos e 

células da glia em nossos ensaios. As células da glia no nosso modelo apresentaram-se sem 

sinais indicativos de degeneração ou morte, na presença de grande número de parasitos 

internalizados.   

A princípio, poderíamos sugerir que a produção de NO, importante no controle da 

multiplicação intracelular do parasito (Gazzinelli, Oswald et al., 1992; Vespa, Cunha et al., 

1994), estaria comprometida na glia, o que não foi posteriormente comprovado e será 

discutido a seguir. Acreditamos que outros fatores podem ser responsáveis pelas divergências 

observadas na infecção dos dois tipos celulares. Os macrófagos são células com volume 

citoplasmático menor em comparação às células da glia, e são naturalmente mais 

especializados na resistência a infecções intracelulares do que outras células (Tanowitz, 

Wittner et al., 1975).  Além disso, o modo de internalização do parasito, conforme 

mencionado anteriormente, e a síntese e secreção de mediadores envolvidos na resposta 

celular ao T.cruzi, tais como leucotrieno B4 (Talvani, Machado et al., 2002), TNF- (Silva, 

Vespa et al., 1995), interleucina 12 (IL-12) (Aliberti, Cardoso et al., 1996) e quimiocinas 

(Aliberti, Machado et al., 1999), podem justificar a maior infecção da glia em relação ao 

macrófago.  Esses aspectos tornam-se objeto de investigação obrigatória, como 

desdobramento e contribuição de nosso trabalho.  

Com os resultados da observação da imunofluorescência para iNOS, foi possível 

evidenciar que os macrófagos positivos apresentaram uma intensidade de coloração mais 

intensa do que a observada nas células da glia positivas, sugerindo maior quantidade da 

proteína expressa, embora esses dados não tenham sido quantificados. Alguns estudos 

indicam que a regulação de gene que codifica a iNOS em células da glia é diferenciada da que 

ocorre em células do sistema imune, como os macrófagos (Pahan, Namboodiri et al., 1997; 

Pahan, Sheikh et al., 1998).  Apenas a realização de técnicas como PCR e Western-blot para a 

detecção do RNAm para iNOS e da enzima propriamente dita (Santos, Andrade et al., 2006) 

poderiam fornecer resultados definitivos.  Devido à dificuldade em obter numero de células 

compatíveis com essas metodologias, não foi possível confirmar esses dados, pelo menos até 

este momento.  

Com relação à produção de NO, nossos resultados pareados em macrófagos e glia 

mostraram inequivocamente que baixas densidades celulares não apresentaram dosagens de 

nitrito biologicamente significativas às 48 horas p.i. em nenhuma das condições, tanto nos 

experimentos de infecção por T.cruzi quanto nos experimentos de ativação por LPS.  Uma vez 

que macrófagos ativados por LPS e IFN- são capazes de produzir NO em grandes 



  

concentrações (Stuehr e Marletta, 1985), nós mostramos que a ausência de NO com densidade 

celular de 104 células/poço não significa ausência de produção de NO, mas sim, que as 

quantidades de nitrito produzidas não são passíveis de detecção pelo método de Griess 

(Green, Tannenbaum et al., 1981), que tem limite de sensibilidade em torno de 2 M para 

fluidos fisiológicos (Tarpey, Wink et al., 2004). A utilização dos macrófagos infectados por 

T.cruzi ou ativados por LPS, na mesma densidade celular, com ativação subseqüente por IFN-

, foi um controle importante da produção de NO e da detecção de dosagens de nitrito nas 

culturas de células da glia, uma vez que não há dados sobre esse tipo celular e a produção de 

NO.   

Com as evidências de ausência de dosagem de nitrito nos controles positivos, 

passamos a utilizar 105 células/poço. Paralelamente, experimentos com macrófagos infectados 

por T.cruzi ou ativados por LPS na mesma densidade celular foram novamente utilizados 

como controles da produção de NO.  Tendo em vista que a detecção de NO apresentava-se de 

extrema importância nesses experimentos, reproduzimos o protocolo de recrutamento de 

macrófagos por injeção intraperitoneal de tioglicolato e de plaqueamento 24 horas antes das 

intervenções, que foi utilizado em diversos estudos (Stuehr e Marletta, 1985; Liew, Li et al., 

1991; Assreuy, Cunha et al., 1994; Talvani, Machado et al., 2002) para avaliar a dosagem de 

nitrito no sobrenadante de células em cultura e validar os nossos resultados obtidos para a 

glia.   

Utilizamos culturas de macrófagos apenas ativadas por IFN-, apenas infectadas por 

T.cruzi ou apenas ativadas por LPS como controles intra-experimentais da adição individual 

de cada um desses fatores (dados não mostrados).  Observamos dosagens de nitrito 

significativamente superiores aos controles apenas nas culturas de macrófagos ativadas por 

IFN-, que, no entanto, apresentou-se significativamente mais baixa que a observada na 

condição experimental de interesse (culturas de macrófagos infectadas por T.cruzi e ativadas 

por IFN-). A adição individual de IFN- foi descrita como eficiente na produção de NO por 

macrófagos peritoneais in vitro (Denis, 1991), conforme observado por nós. As condições 

controles citadas acima não foram realizadas para as células da glia com densidade celular de 

105 células/poço em função da quantidade limitada de células e da otimização de sua 

utilização para a condição experimental em estudo.  

As culturas de células da glia (105 células/poço) infectadas por T.cruzi e ativadas por 

IFN- apresentaram dosagens de nitrito estatisticamente superiores aos controles às 48 horas 

p.i..  Similarmente, as culturas de macrófagos infectadas por T.cruzi e ativadas por IFN-, com 



  

a mesma densidade celular, apresentaram dosagens significativamente mais altas que os seus 

controles.  Ao comparar a produção de NO entre as células da glia e os macrófagos 

submetidos às mesmas condições, observamos dosagens de nitrito em níveis bastante 

semelhantes.  Esses dados demonstram que as células da glia do GCS foram capazes de 

produzir NO em resposta à infecção por T.cruzi in vitro de modo semelhante aos macrófagos, 

apesar da maior taxa de infecção. Podemos inferir que a atividade tripanocida das células da 

glia esteja comprometida, independentemente da produção de NO, tendo em vista que estão 

mais infectadas do que os macrófagos que produzem quantidades similares de NO.  Além 

disso, supomos que níveis de NO proporcionais às taxas de infecção poderiam significar uma 

menor capacidade de produção de NO pelas células da glia, em comparação com macrófagos.  

Foi descrito que a produção de NO em microgliócitos infectados por T.gondii foi 

menor do que em microgliócitos vizinhos não infectados (Rozenfeld, Martinez et al., 2005), o 

que poderia explicar, no nosso modelo, a produção de NO proporcionalmente mais baixa nas 

culturas de células da glia em comparação com os macrófagos, uma vez que 40 % das células 

da glia apresentam-se infectadas.  No entanto, através da imunofluorescência para iNOS, não 

conseguimos observar diferenças na expressão da enzima entre células da glia infectadas e 

não infectadas.   

Com relação à ativação por LPS e IFN-, as células da glia (105 células/poço) não 

apresentaram dosagens de nitrito estatisticamente superiores às observadas nos controles, 

demonstrando resposta diferencial da glia frente à infecção por T.cruzi e à ativação por LPS, 

quanto à produção de NO.  Além disso, os níveis absolutos de nitrito dosados na infecção por 

T.cruzi (8 M) foram superiores aos observados na ativação por LPS (3,5 M).  Embora 

diferenças estatísticas não tenham sido detectadas, esse fato tem relevância biológica, uma 

vez que sugere mecanismos de ativação distintos, conforme discutido a seguir.   

Em contrapartida, as culturas de macrófagos ativadas por LPS e por IFN- 

apresentaram dosagem de nitrito estatisticamente superior aos seus controles e à observada 

nas culturas de células da glia ativadas por LPS e por IFN-.  Adicionalmente, os macrófagos 

produziram quantidades estatisticamente superiores de NO em resposta à ativação por LPS 

(20 M) do que à infecção por T.cruzi (8,5 M), o que corrobora demonstrações anteriores de 

que mecanismos de ativação distintos estão envolvidos através da ativação de diferentes 

receptores de superfície (Ropert, Almeida et al., 2001).   

Os mecanismos moleculares da ativação macrofágica por LPS envolvem diversas 

quinases e as 3 classes de MAPK: ERK 1 e 2  (Weinstein, Sanghera et al., 1992), p38 (Han, 



  

Lee et al., 1994) e JNK (Hambleton, Weinstein et al., 1996).  O receptor envolvido na 

ativação de macrófagos por LPS é o TLR 4 (Poltorak, He et al., 1998; Hoshino, Takeuchi et 

al., 1999; Qureshi, Lariviere et al., 1999).  Os eventos intracelulares incluem a proteína 

adaptadora fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88) (Muzio, Ni et al., 1997; Wesche, 

Henzel et al., 1997; Burns, Martinon et al., 1998; Medzhitov, Preston-Hurlburt et al., 1998), a 

família de quinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAK), e uma outra proteína adaptadora, 

o fator 6 ativado pelo receptor de TNF (TRAF6) (Fujihara, Muroi et al., 2003).  O TRAF6 

ativa as MAPK quinases ERK e JNK, que levam à ativação da AP-1.  Além disso, o TRAF6 

ativa a degradação do complexo quinase da quinase IκB, que libera o NF-κB para a 

translocação ao núcleo e a ativação da transcrição de diversos genes, juntamente com a AP-1 

(Baeuerle e Henkel, 1994; Karin, 1998).  

Adicionalmente, o LPS induz síntese de fatores de transcrição e aumenta a função do 

STAT 1, através de fosforilação seletiva (Sweet e Hume, 1996; Lodie, Savedra et al., 1997; 

Kovarik, Stoiber et al., 1998).  A STAT1 é essencial para a expressão do gene de iNOS após 

ativação por LPS em macrófagos, tanto in vivo quanto in vitro.  Embora o LPS seja um 

potente indutor de NF-κB, que pode ativar a transcrição do gene da iNOS, esse sinal é 

insuficiente para a indução máxima desse gene.  O STAT1 colabora, então, com o NF-κB na 

ativação transcricional do gene da iNOS após estimulação por LPS (Ohmori e Hamilton, 

2001). 

Após infecção por T.cruzi e ativação por IFN-, os macrófagos produzem NO através 

de diversas vias de sinalização.  No nível pré-transcricional e transcricional, ocorre ativação 

dos 3 tipos de MAPK e, consequentemente, de STAT1, AP-1 e NF-B, de modo semelhante 

ao que ocorre na ativação por LPS. Da mesma maneira, a ativação individual de NF-B 

também não é suficiente para a produção de NO após infecção por T.cruzi, sendo que o 

STAT1 é o principal fator transcricional que necessita de ativação para produção de NO.  No 

entanto, a expressão máxima de iNOS requer também a ativação de NF-B. A infecção por 

T.cruzi e a concomitante ativação por IFN- levam à fosforilação total dos 3 tipos de MAPK e 

à ativação completa dos fatores de transcrição e sua translocação ao núcleo, levando à 

ativação do gene de iNOS e à conseqüente produção de NO (Ropert, Almeida et al., 2001).   

Além disso, o aumento da estabilidade pós-transcricional do RNAm para iNOS é 

necessário à expressão máxima de iNOS após infecção por T.cruzi e ativação por IFN-.  A 

estabilidade do RNAm apresentou-se mais prolongada em macrófagos infectados por T.cruzi 

e ativados por IFN- do que em macrófagos apenas ativados por IFN-. Na infecção por 



  

T.cruzi, o RNAm para iNOS é estabilizado por ERK1/ERK2 e JNK (Bergeron e Olivier, 

2006), contrariamente ao que ocorre após ativação por LPS, uma vez que, nesse caso, a 

estabilidade do RNAm para iNOS é dependente de ERK1/ERK2 e p38 (Bhat, Zhang et al., 

1998).  

Paralelamente à infecção pelo parasito propriamente dito, foi demonstrado que as 

âncoras de GPI de T.cruzi são capazes de levar a um padrão de ativação similar ao observado 

para o LPS e para o parasito, pois ativam as 3 vias de sinalização envolvendo MAPK e 

desencadeiam a fosforilação do IκB, fator inibidor da translocação do NF-κB ao núcleo 

(Ropert, Almeida et al., 2001). No entanto, a produção de NO não foi aumentada na ativação 

concomitante por LPS e GPI em relação à ativação por LPS ou GPI individualmente, 

sugerindo que a indução de NO por esses glicolipídeos microbianos segue diferentes vias de 

ativação, apesar de suas similaridades (Ropert, Almeida et al., 2001).   

Foi demonstrado que os receptores ativados por LPS e GPI são distintos: a GPI é 

agonista de TLR 2, enquanto o LPS ativa TLR 4 (Ropert, Almeida et al., 2001). Apesar de 

que todos os TLRs ativam cascatas de sinalização similares envolvendo MAPKs e NF-κB, as 

respostas não são idênticas.  A ativação de TLR 2 e TLR 4 acarreta diferenças qualitativas e 

quantitativas. O TLR 2, contrariamente ao TLR 4, mostrou ser essencial na indução de IL-12, 

TNF- e NO por macrófagos murinos (Campos, Almeida et al., 2001) e humanos (Ropert, 

Ferreira et al., 2002) ativados por GPI. Além disso, foi demonstrado que o TLR 2 não 

participa na sinalização por LPS em macrófagos (Fujihara, Muroi et al., 2003).   

A ativação de TLR distintos demonstra que, apesar da participação de cascatas de 

proteínas quinases e fatores de transcrição semelhantes, as sinalizações intracelulares 

estimuladas por T.cruzi e LPS em macrófagos são distintas, o que provê uma base racional 

para nossos achados de dosagens de nitrito diferentes após esses estímulos em macrófagos. 

Enquanto as vias de ativação de iNOS em macrófagos foram bem estudadas e 

descritas, os eventos moleculares que levam à expressão de iNOS em células da glia não estão 

completamente esclarecidos (Saha e Pahan, 2006). Assim como em macrófagos, grande 

número de estímulos pode induzir a expressão de iNOS em células da glia.  Esses estímulos 

incluem produtos bacterianos e virais, citocinas, contato célula-célula, toxinas 

neurodegenerativas e outros insultos que ocorrem em doenças neurodegenerativas.  A 

regulação da expressão gênica de iNOS parece ser diferente entre astrócitos e macrófagos 

(Pahan, Namboodiri et al., 1997; Pahan, Sheikh et al., 1998).  

A expressão da iNOS na glia é regulada principalmente a nível transcricional, como no 

macrófago, podendo ser também modulada nos níveis pós-transcricionais, traducionais e pós-



  

traducionais.  Diversas cascatas de sinalização foram relacionadas à expressão de iNOS na 

glia no nível transcricional, dentre as quais podemos citar a regulação do promotor do gene da 

iNOS, que depende da concentração de NFκB que transloca para o núcleo, e o envolvimento 

de outros fatores de transcrição como AP-1 e STAT1, que atuam em conjunto com o NF-κB 

na ativação de iNOS (Jana, Anderson et al., 2005).  Em astrócitos e microgliócitos, a ativação 

de iNOS parece envolver os 3 tipos de MAPK, como já descrito para os macrófagos, que se 

combinam em diferentes vias de acordo com o estímulo indutor.  A ativação de iNOS por LPS 

nessas células ativa as vias ERK e p38.  Interessantemente, o adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc), um dos principais mensageiros secundários intracelulares, induz a expressão de 

iNOS em macrófagos (Sowa e Przewlocki, 1994), enquanto inibe essa expressão em células 

da glia (Pahan, Namboodiri et al., 1997) após estímulos por LPS, através da inibição da 

MAPK p38.   

Além dessa regulação a nível transcricional, pode ocorrer o controle pós-transcricional 

de iNOS em células da glia, como a estabilidade do RNAm (Barger, Chavis et al., 2000; 

Jeohn, Chang et al., 2000; Park, Park et al., 2003), conforme anteriormente descrito no 

macrófago.    

As células da glia, assim como os macrófagos, respondem ao LPS por ativação do 

TLR 4, que é expresso em astrócitos e microgliócitos (Bowman, Rasley et al., 2003; 

Lehnardt, Massillon et al., 2003).  No entanto, o envolvimento do TLR 4 na ativação de iNOS 

por LPS nessas células ainda não foi determinado. Adicionalmente ao LPS, DNA bacteriano 

demonstrou estimular a expressão de iNOS em células da glia de murinos através da ativação 

do TLR 9, que também é expresso nesses tipos celulares (Dalpke, Schafer et al., 2002; Hosoi, 

Suzuki et al., 2004). Astrócitos de murinos em culturas expressam constitutivamente RNAm 

para TLR 2, TLR 4, TLR 5 e TLR 9.  Essa expressão apresentou-se exacerbada após a 

estimulação com produtos bacterianos (Bowman, Rasley et al., 2003). Paralelamente, 

microgliócitos apresentaram RNAm para todos os tipos de TLR já descritos, TLR 1 a TLR 9 

(Olson e Miller, 2004).  

Conforme já mencionado, estudo abordando a infecção por T.gondii revelou que a 

produção de NO foi reduzida em micrógliócitos infectados, sendo que seus vizinhos não 

infectados apresentaram expressão de iNOS. A inibição da produção de NO e da expressão de 

iNOS se correlacionou com a recuperação do crescimento de neuritos quando neurônios 

foram co-cultivados com microgliócitos infectados por T.gondii e ativados por IFN- 

(Rozenfeld, Martinez et al., 2005). Na infecção por Trypanosoma brucei, astrócitos e 

microgliócitos apresentaram expressão de iNOS por imunofluorescência e produção de NO 



  

por dosagem de nitrito no sobrenadante após concomitante ativação por IFN-  (Girard, Ayed 

et al., 2000).   

As observações referidas dizem respeito à astrócitos e microgliócitos ativados, e 

apesar de implicarem em alguma conseqüência no entendimento dos mecanismos que estão 

operando na glia do GCS, não podem ser aplicadas indiscriminadamente.   

Com relação às células da glia periférica, foi descrito que as células de Schwann 

expressam TLR 4 em resposta à ativação por LPS, e que essa expressão é essencial à resposta 

da glia ao produto bacteriano através da ativação das vias de sinalização das MAPK (Cheng, 

Qin et al., 2007).  Além disso, neurônios em necrose foram capazes de induzir a expressão de 

iNOS e TNF- em células de Schwann, através de p38 e JNK e expressão de TLR 2 e TLR 3 

(Lee, Jo et al., 2006). 

Com relação à infecção por T.cruzi, pouquíssimos relatos abordam as células da glia e 

não há descrições sobre a ativação ou produção de NO nessas células frente à infecção.  Em 

oposição ao que ocorre em outros tipos celulares, as células de Schwann infectadas por 

T.cruzi não sofrem morte celular.  Contrariamente, o T.cruzi as protege contra apoptose.  Essa 

proteção é mediada pela trans-sialidase do parasito através da ativação da sinalização 

fosfatidilinositol-3-quinase/quinase Akt, que induz a sobrevivência em diversos tipos 

celulares, inclusive nas células de Schwann (Furnari, Lin et al., 1997; Skorski, Bellacosa et 

al., 1997; Wu, Senechal et al., 1998; Weiner e Chun, 1999). Essa sinalização anti-apoptótica é 

dependente de formas tripomastigotas invasivas, o que correlaciona a capacidade de invasão 

do parasito à ativação da sinalização de quinase Akt nas células de Schwann (Chuenkova e 

Pereira, 2001).   

Conforme mencionado, o LPS ativa TLR 4 em macrófagos e células da glia, no 

entanto não se sabe se o T.cruzi ativa produção de NO na glia e se essa produção ocorre por 

ativação do TLR 2, como nos macrófagos.  Considerando que moléculas de origem bacteriana 

como LPS e DNA são capazes de induzir a expressão de diferentes TLR em células da glia, 

sugerimos que a sinalização ativada pelo T.cruzi e pelo LPS sejam distintas em nossas células 

da glia, como já demonstrado para o macrófago, o que poderia explicar a diferença na 

produção de NO após esses estímulos.    

Da mesma maneira que as vias de sinalização diferem entre os diferentes estímulos e o 

controle da produção de citocinas e de mediadores inflamatórios, como o NO, varia de célula 

para célula (Ropert, Ferreira et al., 2002), acreditamos que as vias de sinalização entre 

macrófagos e células da glia podem diferir, sobretudo no que diz respeito à célula da glia 

periférica.  Essas observações abrem perspectivas para estudos posteriores, sobretudo quanto 



  

à sinalização celular e ativação de TLRs na infecção por T.cruzi, em função da importância 

patogenética da produção de NO e da lesão neuronal na Doença de Chagas e do papel da glia 

na lesão ou proteção neuronal nesse contexto.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

7 CONCLUSÕES 

 

Em vista dos argumentos apresentados com relação à lesão de neurônios simpáticos, 

afirmamos que o NO derivado da enzima iNOS está diretamente envolvido no mecanismo de 

lesão neuronal in vitro mediado por macrófagos infectados por T.cruzi e ativados por IFN-.  

O NO é capaz de acarretar morte neuronal por necrose e apoptose e comprometimento das 

terminações nervosas, sendo, dessa forma, proposto como importante mecanismo de morte 

neuronal atuante na patogênese das megavísceras na Doença de Chagas. Em contrapartida, 

não foi possível atribuir um papel definido para o TNF- na lesão neuronal observada no 

nosso modelo.  

Nossos resultados obtidos com culturas de glia do GCS, sua caracterização 

morfológica e imunocitoquímica e a resposta funcional à infecção por T.cruzi e ativação por 

IFN-γ são dados originais relacionados à estrutura e função das células da glia do GCS. 

Demonstramos que essas células são infectadas eficientemente por T.cruzi in vitro. As células 

da glia parecem exercer um papel relevante na lesão neuronal no contexto da Doença de 

Chagas, uma vez que são capazes de produzir NO após infecção por T.cruzi e ativação por 

IFN- in vitro.  

Considerando que as células da glia produzem NO em quantidades semelhantes aos 

macrófagos após infecção por T.cruzi e ativação por IFN-, apesar da maior taxa de infecção, 

e que produzem quantidades significativamente menores de NO em comparação aos 

macrófagos quando ativadas por LPS e IFN-, sugerimos que os mecanismos de ativação e 

regulaçao da iNOS nessas células compartilham algumas vias comuns em resposta ao T.cruzi, 

enquanto na resposta ao LPS, esses mecanismos apontam diferenças que tem significado 

biológico e merecem ser investigados, principalmente no que diz respeito aos TLRs e às vias 

secundárias envolvidas.  
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